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ANOTACE

Cilem této prace je usporadani zékladnich informaci o vlivu matrixovych metaloproteinaz
a interleukind-1 a -6 na vznik a rozvoj akutniho koronarniho syndromu. Rovnéz je vénovana
struénému popisu aterosklerdzy a vzniku nestabilniho aterosklerotického platu. Bylo zjiSténo,
ze cela fada matrixovych metaloproteindz hraje roli v destabilizaci platu, ¢imz se podili na
vzniku akutniho koronarniho syndromu. Interleukiny-1 a -6 jsou dilezitymi regulatory
zanétlivych procesli, coz znamena, ze se tohoto procesu také jistym zplisobem ucastni, jelikoz
ateroskler6za patfi mezi chronickd zanétlivd onemocnéni. Neékolik studii potvrdilo, Ze
matrixové metaloproteindzy a interleukiny-1 a -6, zejména MMP-9 a interleukin-6, jsou
budoucimi slibnymi markery pro akutni koronarni syndrom a jind kardiovaskularni

onemocnéni.
KLICOVA SLOVA

matrixové metaloproteindzy, akutni korondrni syndrom, ateroskler6za, interleukin-1,

interleukin-6, kardiovaskularni onemocnéni
TITLE

The relationship between matrix metalloproteinases and interleukins-1 and -6 and the formation

of acute coronary syndrome
ANNOTATION

The aim of this work is the arrangement of the basic information about the influence of matrix
metalloproteinases and interleukins-1 and -6 the emergence and development of acute coronary
syndrome. It also deals with a brief description of atherosclerosis and the formation of an
unstable atherosclerotic plaque. A number of matrix metalloproteinases have been found to play
a role in plaque destabilization, thereby contributing to the development of the acute coronary
syndrome. Interleukins-1 and -6 are important regulators of inflammatory processes, that means
these interleukins are in this process also involved in a certain way because atherosclerosis is a
chronic inflammatory disease. Several studies have confirmed that matrix metalloproteinases
and interleukins-1 and -6, especially MMP-9 and interleukin 6, are future promising markers

for acute coronary syndrome and other cardiovascular diseases.
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UvVOD

Kardiovaskularni onemocnéni je v soucasné¢ dob¢ hlavni pti¢inou umrti. I presto vSak
moderni medicina udélala obrovsky pokrok vI1ecbé pacientt, ktefi byli hospitalizovani
pti podezieni na akutni koronarni syndrom ¢i jinou srdecni pifihodu. Nicméné velkou vyzvou
je dnes v€asna diagnostika onemocnéni. Ta ma oproti 1é¢bé jisté nedostatky, a to pfedevSim
z toho diivodu, Ze soucasné pouzivané kardiomarkery jsou schopné detekovat pouze jiZ
nastalou nekrozu myokardu a ne tzv. Casné fazi ischemie. JelikoZ hlavni pfi¢inou akutniho
koronarniho syndromu je ateroskleroza, je soucasnym trendem mediciny také vCasné najit
a odhalit pacienta s nestabilnim (vulnerabilnim) platem, ktery by pozdé&ji mohl zplsobit akutni
koronarni syndrom. Z tohoto diivodu je dnes velka snaha nalézt nové markery, které by v€asnou
a rychlou diagnostiku rizikového pacienta umoznovaly. A pravé matrixové metaloproteinazy
a interleukiny se jevi v fad¢ studii jako vhodné a nadé€jné ukazatele casné ischemie myokardu

a lokalizace nestabilniho aterosklerotického platu.

Cilem mé¢ bakalaiské prace je z dostupné literatury uspotadat zakladni informace o vlivu
matrixovych metaloproteindz a interleukinli-1 a -6 na vznik a rozvoj kardiovaskularnich
onemocnéni. Podrobné se zaméfit na aktudlni informace o vztahu matrixovych metaloproteindz
a interleukini ke vzniku akutniho koronarniho syndromu. Rovnéz se zaméfit na soucasné

znamé metody stanoveni téchto latek v lidském biologickém materialu.



1 AKUTNIi KORONARNI SYNDROM

Akutni koronarni syndrom (AKS) je v dnesni dob¢€ jednou z nejcastéjSich pticin amrti,
co se tyce kardiovaskuldrnich onemocnéni. AKS je v podstaté¢ definovan jako skupina stavi,
které jsou zptisobené snizenym pritokem krve v koronarnich tepnach. V dusledku toho neni
zasazena Cast srdce schopna spravné pracovat nebo odumie (1). Tento termin AKS zahrnuje
nestabilni anginu pectoris (NAP), akutni infarkt myokardu s elevacemi ST tuseku na
elektrokardiografické kiivce (STEMI) a akutni infarkt myokardu bez elevaci ST (NSTEMI).

Neékteti autofi do AKS fadi tzv. mikroinfarkt, ktery se odliSuje jen v laboratornich ukazatelich
().

AKS je nejcastéji zptisoben trombem uvnitt lumen korondrni tepny, na strané, kde doslo
k naruSeni nebo ruptufe aterosklerotického platu. Rizikovymi faktory pro vyskyt AKS mohou
byt napiiklad vé€k a zanét. Naopak dulezitou roli v prevenci vzniku AKS miize mit zvySena

hladina HDL cholesterolu (HDL-C) (1).
1.1  Ateroskleroza

Ateroskler6za je hlavni pfi¢inou vzniku AKS. Jednd se o dlouhodoby chronicky
zanétlivy proces, ktery pretrvava v dasledku plisobeni rtiznych prozanétlivych mediatora, jako

jsou napiiklad cytokiny (3). Sklada se z nékolika fazi.
1.1.1 Féze aterosklerozy

Béhem prvni faze hraje vyznamnou roli cholesterol v LDL ¢astici (LDL-C).
Za fyziologickych podminek jsou na povrchu bunék receptory, které¢ vychytavaji LDL-C.
Vlivem vétSinou oxidativnich zmén dochazi k modifikaci ¢astic LDL (lipoprotein o nizké
hustot¢) a receptory buné€k je jiz nerozeznaji. LDL se pak hromadi ve sténé cévy a endotelové
buiiky produkci glykoproteint ptitahuji ptedev§im monocyty a T-buiiky. Za tcasti dalSich latek
se monocyty méni na makrofdgy. Monocyty, které jsou aktivovany, produkuji fadu latek, jako
naptiklad nékteré cytokiny, Tkanovy faktor (nejuc¢innéjsi aktivaéni protein koagulace)
¢1 matrixové metaloproteinazy (4). Pohlcovanim oxidovanych LDL ¢astic makrofagy vznikaji
p€nové bunky. Vlastnosti tukovych bunék, které jsou vytvorené z diferencovanych makrofaga,
zalezi na zdroji lipidd. Hromadénim pénovych bunck se vytvaii tukové prouzky. Tukové
prouzky se mohou vyskytovat jiz u déti, kde se mohou rozvijet v dalsi faze aterosklerozy (5).

Uvolnéni LDL ¢astic z pénovych bunék po jejich smrti zpiisobi dal§i poskozeni endotelu.
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Vznikaji 1éze, pro néz je charakteristickd, kromé vyskytu pénovych bunék, jesté ptitomnost
bunék hladkého svalstva a extracelularné ulozenych lipida. Kumulaci extraceluldrni matrix ¢i
depozit lipida a dalSich, vznika Gtvar zvany aterom (6). Prohlubujici se endotelidlni dysfunkci

vzniké ateroskleroticky plat (7).

Ateroskleroticky plat je tvofen lipidovym jadrem, bohatym na pénové buiky
a T-lymfocyty, které produkuji tkanoveé faktory a metaloproteinazy, a fibrozni Cepickou
(krytem, obalem), ktera je velmi bohata na makrofagy a dalsi elementy (napt.: buiiky hladkého
svalstva €1 vazivovou tkan). Podle tlouStky fibrozni ¢epicky se rozliSuji platy na stabilni
a nestabilni (vulnerabilni). Stabilni ma ¢epicku silnou a neporuSenou. Makrofagy produkcitady
latek, narusuji fibrézni Cepicku a spolu s dal§imi faktory mohou zptisobit rupturu platu ¢i erozi.
V zavérecné fazi aterosklerozy dochazi ke zménam v prasklém platu. V nejkrajnéjSim ptipadée
vzniké bud’ kalcifikovany plat nebo plat fibroticky, které mohou vést k angin€ pectoris nebo
infarktu myokardu (MI). Méné zavaznou variantou je, kdyz se 1éze uzaviou némé, coz mize

vést ke vzniku a rozvoji kolateralniho fecisté. Kolateralni fe¢isté zabezpec€uje pritok krve tam,

kde jiz neni funk¢ni ptirozeny pratok krve (6).
1.1.2 Nestabilni ateroskleroticky plat

Ruptura vulnerabilniho, neboli nestabilniho, platu zplisobuje naprostou vétSinu AKS.
Destabilizace platu je zavisla na vnitfnich a vnéjSich faktorech. Nestabilni plat ma tenkou
fibrozni Cepicku a ruptura takového platu nastdva v nejten¢im misté. Soucasné s narusovanim
fibrozni CepiCky vlivem makrofagl syntetizujicich proteolytické enzymy, které zptsobuji
oslabeni fibrozni CepiCky, probihd 1 zanétliva reakce. Pfi vyvoji aterosklerdzy hraje zanétlivy
proces velmi dualezitou roli. Z tohoto divodu bylo zjiSténo, ze teplota platu byla pii
termografickém méfeni vysSi. ZvySeni teploty je zpusobeno piitomnosti aktivovanych
zanétlivych bunék, coz se projevi 1 vyskytem nékterych zanétlivych markera (4, 7). VSechny
tyto aspekty vedou k tomu, ze vulnerabilni plat je nachylnéj$i k erozi a ruptufe. Za vnitini
faktory lze povaZzovat hypertenzi nebo vazokonstrikci, protoze ke vzniku trhliny

v aterosklerotickém platu dochazi predevsim béhem fyzické ndmahy nebo emoc¢niho stresu (6).

Dojde-1i k ruptufe platu (prasknutim fibroézni cepicky), je uvolnén trombogenni
material, ktery je obsazen v platu, do cirkulujici krve. Timto je spusténa vnéj$i hemokoagulacni
kaskada. Nasledné se v tomto misté zacnou akumulovat trombocyty. Dochazi k ukladani fibrinu

a naslednému vzniku trombu, ktery je umistén na aterosklerotickém platu. Nasleduje



roz8ifovani do arterialni lumen, které mize vést k NAP a ischemii (6). Mnozi autofi se shoduji,
ze zanétliva reakce hraje kliCovou roli v ruptufe platu a tromboze. V tomto zanétlivém prostiedi
dochazi k degradaci kolagenu ve fibr6zni Cepicce a jako nasledek smrti bun€k hladkého svalstva

k inhibici syntézy kolagenu (8) .

Tkanovy faktor je exprimovan jak v misté ruptury platu, tak i na povrchu aktivovanych
monocytl (aktivace cytokiny), coz vedlo k vysvétleni vzniku prokoagulacnich déji u pacientt
s AKS 1 mimo praskly plat. Proto jsou vulnerabilni platy ve vétSin€ piipadii mnohocetné.
To znamena, Ze u pacientt, ktefi méli ateroskleroticky plat povaZzovany za pti¢inu nestability,

tepnach (4).

Poznani a pochopeni patofyziologie koronarni aterosklerdzy vzrostlo béhem poslednich
20 let. Soucasné studie se snaZzi identifikovat pacienta s vulnerabilnim platem v korondrnim
fecisti jeSté diive, nez dojde k jeho ruptufe. Z tohoto divodu je velka snaha nalézt markery,
které by ptitomnost nestabilniho aterosklerotického platu odhalily jesté dfive, nez vznikne AKS

(pted projevem symptomu) (7).



2  MATRIXOVE METALOPROTEINAZY

2.1 Metaloproteinazy

Metaloproteindzy jsou enzymy, které ve své struktufe obsahuji kov. Bez ptitomnosti
kovu nejsou aktivni (9). Nejpocetnéjsi skupinou jsou enzymy, které ve své strukture maji
navazany zinek — nazyvaji se zinek dependentni metaloproteindzy. Podle jejich struktury jsou
roz€lenény do péti zakladnich skupin, a to na astakiny, termolysiny, prolysin metaloproteindzy,

»serratia® enzymy a matrixiny (10).
2.2 Matrixové metaloproteinazy

Matrixové metaloproteindzy (MMP), neboli matrixiny, jsou velmi pocetnd skupina
nejméné 24 strukturné piibuznych Zn*" dependentnich endopeptidaz (11). MMP jsou zasadni
proteazy pro normalni tkdnovou remodelaci a jsou dilezitymi regulatory fady fyziologickych
procesi, jako je napfiklad hojeni ran, riist kosti ¢i reprodukce nebo regulace funkce trombocytl
(12). Jsou schopné §tépit n€kolik komponent extracelularni matrix (ECM) ve sténé cév, jako
elastin, kolagen, kasein a Zelatinu, a proteiny lokalizované na buné¢ném povrchu. Nicméné
bylo zjisténo, ze zvySena indukce a zpracovani MMP pfi jejich dysregulaci nebo aktivaci
exprese MMP je biologicky vyznamna i1 u fady patologickych dé&ji, sem patii zanétliva
onemocnéni, rakovina, Alzheimerova choroba, diabetes, kardiovaskularni onemocnéni a dalsi.
MMP jsou zasadn€ zapojené v aterogenezi. Maji roli v destabilizaci aterosklerotického platu,
coZ je nejcastéj$i mechanismus zodpoveédny za vznik AKS. Schopnost ménit komponenty ECM
ve sténé cév jim umoziuje potencidlné menit slozeni aterosklerotického platu a tim mohou

zpusobit destabilizaci platu (13).

MMP jsou tvofeny ptedevSim makrofagy, dale pak buiitkami hladkého svalstva
v cévach a endotelovymi buitkami. MMP jsou lokalizované na okraji aterosklerotického

platu (14). Pfehled znamych MMP v aterosklerdze uvadi tabulka 1.



Tabulka 1 - MMP v ateroskleroze!

Klasifikace matrixovych metaloproteinaz v ateroskleréze
Skupina MMP Oznac;m Priklady substrati Zdroj v aterosklerotickém platu
MMP-1 VI\;ek?],lk typuliolavgelnll. Makrofagy, endotelové bunky,
- (predevsim typ III), Zelatina, SMC, trombocyty
proteoglykany
, }\Iek()]jl,( typu kolzvtgeny Makrofagy, endotelové bunky,
KOLAGENAZY | MMP-8 | (pfedevsim typ I), Zelatina, SMC
fibronektin
Ne¢kolik typti kolagenu
.| Makrofagy, SMC, endotelové
MMP-13 | (predevsim typ II), fibronektin, arolagy . endotelove
bunky
aggrecan
Zelatina, n&kolik typt kolagenu |  Endotelové buiiky, tukové
MMP-2 | (pfedevsim typ IV), pro-MMP- prouzky, SMC, VSMC,
. " 1,2al Ki
ZELATINAZY Zelatinz; ngko?jft}}/ft[())ﬁllilc})llagenu rambcty
’ Makrofagy, SMC, VSMC,
MMP-9 | (piedevsim typ IV), pro-MMP-| o Ora8Y SV
. trombocyty
2,9 a 13, cytokiny
Kolagen typu IL, IV, IX ,
SR Lymfocyty, makrofagy, SMC,
MMP-3 | fibronektin, pro-MMP-1,7, 8 a | > Y &
. . trombocyty
ostatni substraty ECM
Kolagen typu II, IV, IX,
STROMELYSINY | MMP-10| Zelatina, pro-MMP-1,7,8 a | Endotelové buiky, makrofagy
ostatni substraty ECM
Fi 6 .
MMP-11 1broEe tin, aggecan, slaba Fibroblasty
¢innost prott ECM
Kolagel.l typu IY, zelatina, Makrofigy
MATRILYSINY | MMP-7 | fibronektin, plasminogen, pro- nadorové bu
MMP-1,2a9
. y Zelatina, fi in, pro-MMP-
MEMBRANOVE Zelatina, fibronektin, pro MP ,
. , MMP-14| 2 a 13, proteoglykany, nativni | SMC a makrofagy, trombocyty
VAZANE MMP
kolagen typu I-111
Kolagen typu IV fibrinogen,
MMP-12|  palsminogen, fibronektin, Makrofagy
, zelati $isubstraty ECM
OSTATNI MMP zelatina a dalsi substraty
PAPP-A Neznamé VSMC a aktivované makrofagy,

I KUKACKA, J., R. KIZEK a R. PRUSA. cit. s.165; BACK, M. a kol. cit. s. 412-413; BUSTL C. a kol. cit. s. 17.
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2.2.1 Struktura a aktivita matrixovych metaloproteinaz

MMP  délime podle mechanismu  St€peni  substrdtu a  substratové
specifity na matrilysiny, stromelysiny, kolagendzy, zelatinazy, membrdnové vdzan¢ MMP
a ostatni (9). Proteinova struktura MMP je sloZena z péti domén: signalni peptid, katalyticka
doména, hydrofobni propeptidovd doména, oblast zavésu a hemopexinova doména.
Signalizacni a propeptidovd sekvence tvofi NH»-terminalni doménu. Katalytickd doména
obsahuje vazebnou oblast pro zinek (Zn’>*) a je také zodpovédna za proteolytickou aktivitu.
U zelatinaz je katalytickd doména odliSna od ostatnich MMP, protoZe obsahuje tfi domény
fibronektinového typu II, které tvofi vazebnou oblast kolagenu, kterd umoziuje vazbu
anasledné Stépeni kolagenu typu IV nebo denaturovaného kolagenu (zelatiny) (15).
Hemopexinova doména je spojena s katalytickou pomoci tzv. flexibilni oblasti zavésu, ktera tak
umoziuje vazbu ostatnich proteinti, ty pak mohou regulovat aktivitu MMP. Byla nalezena
u vSech MMP krom¢ MMP-7 a MMP-26 a zajist'uje substratovou specifitu (15, 16) Struktura

MMP je uvedena na obrazku 1.

SIGNAINIPEPTID PRODOMENA K_-JLT_'—".J_“&_"['ICK_-% OBLAST HEMOPEXTN

DOMENA ZAVESU
Skt \ lpnccivpn ' | /

Kalsgenizr (@ J[ e A% %
MMP-1, 8, 13, 18 - —
-~z

Subatrat

Zelatinazy

MMP-2, 9 .:[Hm/\/\@
Stromelysiny
MMP- 3,10, 11 .—-M—H.—z,z ‘WV@
R)iKR
Membrinové vizane
MMP- 14, 15, 16, 24 ‘_IMLM L~ J/\/\/‘@?\M-
.—Zn“'—' — ¢
Transmembranovd doména
Matrilysiny
MMP- 7, 26 ‘_]1[[|__]—|i P )

PRCGVPD = cysteinovy spinad

Obrazek 1 - Struktura MMP?

MMP jsou syntetizovany jako latentni pro-formy neboli zymogeny. Jsou vylucovany

do extracelularniho prostoru jako proenzymy. Zustavaji enzymaticky klidné do doby, nez se

2 BUSTIL C. a kol. cit. s.14.



zaCne §tépit vazba Zn>' z katalytické domény a cysteinu z NH»-termindlni propeptidové
domény v procesu nazyvaném cysteinové sepnuti (16, 17). Aktivita pro-MMP je pfisné
regulovdna a jejich ¢innost je inhibovana rodinou antagonistii specifickych tkanovych
inhibitort, které se nazyvaji tkaniové inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMP). Jejich
transkripce je naopak regulovdna pozitivné nebo negativné¢ pomoci cytokinli a riistovych
faktorti, jakou jsou zejména interleukin-1 (IL-1) a inteleukin-6 (IL-6), nebo tumor necrosis

faktor alfa (TNFa) (18).
2.3 Role matrixovych metaloproteinaz v ateroskleroze

Exprese MMP byla experimentalné prokazana v lidskych aterosklerotickych platech.
VétSina MMP je z platu vylu€ovana, kromé asi Sesti membranoveé vazanych MMP, které jsou
vlozeny nebo pfipojeny k vnéjSimu povrchu membrany. Dilkazy, ze MMP hraji roli
v patologickém procesu aterosklerozy, pochazi ¢asteéné nejvice od mySich modelii, v mensi

mife pak od modeli krali¢ich (5).
2.3.1 VIliv na tvorbu aterosklerotickych 1ézi

Lokalizace MMP vedla ke zji$téni, jak se MMP ucastni déje destabilizace
aterosklerotického platu. Normalni tepny vytvaii pouze pro-MMP-2, TIMP-1 a TIMP-2
a nevykazuji zadnou aktivitu MMP (19). Naopak zvySena aktivita né¢kolika MMP (MMP-1,
MMP-3 a MMP-13) byla zjisténa uvnitf aterosklerotického platu v porovnani s normalni tepnou
(20). Morfologicka analyza odhalila, ze hlavnim pfi¢inou zvySené¢ exprese MMP v ramci
aterosklerotickych 1€ézi jsou makrofagy. Pti transformaci monocytli na makrofagy také dojde
k nadmérmé produkci MMP-9 a MMP-14, coz mlZe podnitit jejich invazi skrze intimu.
Nasledné pfijimaji oxidované LDL ¢astice, ¢imZ se z nich stanou pénové bunky. A praveé
p€nové bunky jsou velmi bohatym zdrojem MMP. Pfitom periferni monocyty netvoiti MMP
ve vysokych davkéach. Makrofagy v aterosklerotickych 1ézich se nachdzeji na hranicich
lipidového jadra. Napiiklad kolagendzy (MMP-13 a MMP-1, jak je vidét na obrazku 2)

jsou lokalizovany spolu s markery pro $tépeny kolagen blizko fibrozni cepicky (19, 21).

Nadmira MMP zptisobi vétsi degradaci ECM. Remodelace a naruSovani ECM vlivem

MMP odstrani bariéru a umozni tak diapedézu zanétlivych bunék a ptiliv plazmovych proteinil

skrz cévni sténu. Jednim z moznych mechanizmi toho, jak se MMP podili na tvorb¢ platu,

muze byt usnadnéni a (nebo) povzbuzeni k migraci bun¢k hladkého svalstva (SMC) pies vnitini

elastickou laminu do intimy. Nejdilezit€jsSimi MMP, které tuto migraci podporuji, jsou MMP-9
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a MMP-2. MMP podniti proliferaci SMC také generovanim monomerniho kolagenu. Touto
cestou se tak podili na ristu ateromu. Proces doprovazi zvysujici se syntéza a hromadéni ECM,

coz vede k tvofeni pokrocilého aterosklerotického platu (13, 15).
2.3.2 Vliv na destabilizaci platu a jeho rupturu

NaruSeni aterosklerotického platu, nachazejiciho se v koronarnich arteriich, je posledni
dobou hlavni pti¢inou ndhlé srde¢ni smrti (22). JelikoZ MMP proteolyticky degraduji kolagen,
stava se tim fibrozni Cepicka, ktera kryje lipidove jadro, slabsi. Z toho diivodu je pak nachylné;si
k ruptutfe. Jakmile dojde k ruptufe platu, je umoznén kontakt krve a pro-koagula¢niho
lipidového jadra. Nasledné zanétlivé reakce vedou k aktivaci krevnich desticek. Jakmile dojde

k obnazeni endotelu, vznikne trombus (14).

Vysoce zanétlivé aterosklerotické platy vykazovaly obecné zvySenou aktivitu MMP.
Konkrétné byly nalezeny zvySené hodnoty MMP-1, MMP-3 a MMP-9. V oblastech, které¢ jsou
nachylné k prasknuti, byly nalezeny zvySené hladiny naptiklad MMP-8, MMP-11, MMP-14
a MMP-16. MMP-9 a MMP-12 fragmentuji elastin, kdezto MMP-3 a MMP-7 rozkladaji
Stépené kolageny a proteoglykanové bilkoviny jadra. A jako doplnék toho, ze MMP mohou
pracovat spole¢n¢, mohou teoreticky zcela degradovat arterialni ECM. Degradace ECM
pomoci MMP tedy redukuje tloustku fibrozni epicky a kolagenového obsahu, coz je typické
pro vulnerabilniho platu, nachylny k ruptufe. Dalsi vlastnosti nestabilniho platu je hojnost
penovych bungk, jak uz bylo zminéno, vyznacny zdroj hned nékolika MMP (21). Pénové buiiky
jsou schopné taky spustit apoptézu SMC, které obklopuji, ¢imz opét dochazi k naruSeni platu
(6). Distribuci MMP v aterosklerotickych lézich véetné ptikladi jejich hlavni zdroji uvadi

obrazek 2.
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Obrizek 2 - Distribuce MMP v aterosklerotickych 1ézich?

Na destabilizaci platu se podili naptiklad MMP-1. Jeji vysoké hodnoty transkripce byly
nalezeny u karotickych 1ézi, které mély velké lipidové jadro a tenkou fibrézni Cepicku
v porovnani s lézemi, které mély fibrozni cepicku silnou (13) Na druhou stranu,
napiiklad MMP-3 je zapojena do stabilizace aterosklerotického platu a to tim, ze mtiZze naopak
zvysit tloustku fibroézni Cepicky a zabranit tak ruptufe platu. To, ktera ¢innost MMP bude
prevladat, zavisi na spektru exprese MMP, dale pak na urovni aktivity MMP a na fazi vyvoje

platu (13, 21).

MMP-12 je také zapojena do destabilizace platu. V porovnani s platy, které mély silnou
fibrézni Cepicku, byly nalezeny vyssi hodnoty MMP-12 u platt, které mély Cepicku tenci.
Kromé toho, kralici geneticky modifikovani tak, aby tvofili lidskou MMP-12, mé¢li narusenou
elastickou laminu v tunica media s pfilezitostnymi 1ézemi podobnym aneuryzmatu. Aneurysma

neboli rozsifeni tepny ¢i vydut’ je zpisobeno zménami ve sténé cévy. (13).

Nynéjsi experimentalni objevy znamenaji, ze MMP-1, MMP-2, MMP-§, MMP-12
a MMP-14 se ukazuji jako potencialni cile pro identifikaci nestabilnich aterosklerotickych plata

detekovatelnych pomoci zobrazovacich technik, jakymi jsou pozitronova emisni

3 KETELHUTH, D. F. J.; BACK, M,, cit. s. 163.
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tomografie (PET) nebo magnetickd rezonance (MRI) nebo pro vyvoj terapie stabilizujici plat
(13).

Zanétlivé cytokiny (Napt.: IL-1), rastové faktory a CD40L (slozka membran
aktivovanych T-lymfocyti) vyvolavaji sekreci MMP-1, MMP-3 a MMP-9. Zjisténi vedlo
k domnénce, Ze se objevila cesta k regulaci nadmérné tvorby MMP. Jelikoz cileni specifickych
cytokinli nebo zéasah do signaliza¢ni cesty by mohlo snizit aktivitu MMP v aterosklerotickém
platu. Jako jeden piiklad lez uvést studii, kdy se pomoci inhibice CD40L
podatilo stabilizovat plat u mySiho modelu, coZ mohlo byt i ¢astecné zplisobeno diky u€inkiim

na MMP (21).
2.4 Tkanové inhibitory metaloproteinaz a jejich role v ateroskleroze

Nadmérna aktivita MMP zpasobuje pfiliSnou degradaci ECM, namisto fizené
a vyrovnané remodelace. Jejich nadmérna aktivita je proto urcitym zptsoben regulovana. Maji
dva rozdilné typy inhibitorfi. Prvnim je alfa-2-makroglobulin. Druhym typem inhibitori jsou
specifické tkanové inhibitory metaloproteinaz, neboli TIMP. TIMP jsou nizkomolekularni
proteiny, které mohou komplexné splynout s vysokou ucinnosti s aktivni MMP v molarnim
poméru 1:1. Na TIMP vhodna aminokyselinova sekvence blokuje MMP tak, Ze se zapoji
do aktivniho katalytického mista na MMP. Tim, ze se TIMP navaZe na katalytickou doménu
MMP, zabrani pfistupu substratu. Zname Ctyfi tkanové inhibitory MMP, jsou jimi TIMP-1,
TIMP 2, TIMP-3 a TIMP-4. Nejvice prostudované jsou TIMP-1 a TIMP-2 (16, 23, 24).

Odlisny od ostatnich TIMP je TIMP-3. Jeho unikatnost spociva v tom, Ze se pfimo vaze
na proteiny extraceluldrni matrix a tim mize poskytnout prostfedky pro stabilizaci komplexu
MMP-TIMP uvnitt intersticidlniho prostoru. Zarovenn bylo prokazano, Zze inhibuje

TNF-a konvertujici enzym (16).

Zejména je pak zajimavy TIMP-1, ktery je schopen se vazat na nékolik MMP s vysokou
afinitou. Ukdzalo se, ze TIMP-1 snizuje relativni miru apoptdzy, kdezto ostatni TIMP mohou
buné€nou smrt urychlit. Zvlasté pak vzajemny vztah TIMP-1 a MMP-9 je pfedmétem pocetné
skupiny studii ve vztahu k AKS ¢i ateroskleroze (24, 25). Tento vztah bude podrobné probran
v kapitole 3.2.3. TIMP-1 by mohl byt dilezitym ukazatelem progndzy u srde¢niho selhani (7).
Jeho hladiny jsou podstatné vyssi u skupiny pacienti s NSTEMI nez u pacientii s NAP nebo
kontrolni skupinou (25).
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3 PREHLED VYZNAMNYCH METALOPROTEINAZ VE
VZTAHU K ATEROSKLEROZE A VZNIKU AKS

3.1 Kolagenazy

Kolagenazy jsou skupina MMP, které maji schopnost Stépit vlaknity kolagen né€kolika
typt (typ I, IT a IIT). Stépi ho na charakteristické ¢asti, které mohou byt poté degradovany
ostatnimi MMP (16, 17).

Kolagenaza MMP-1 ptednostné $tépi kolagen typu I1I. Exprese MMP-1 je lokalizovana
na okraji aterosklerotickych 1€zi a na fibrozni Cepi¢ce. Hlavnimi bunéénymi zdroji jsou SMC,
makrofagy a endotelidlni buiiky. MMP-1 obsahuji 1 desti¢ky a je z nich uvolnéna po vystaveni
krevnich desti¢ek trombinu (26). Regulatory a inhibitory MMP-1 jsou naptiklad oxidované
LDL castice, TNFa, IL-1 (IL-1P) a IL-6. Pfi detailni analyze platu se zjistilo, Ze MMP-1 ma
vys$i uroven transkripce v 1ézich karotid (karotida neboli krkavice ¢i kréni tepna), které mayji
velké lipidové jadro a tenkou Eepicku. U pacientll s nedavnymi ischemickymi projevy byly
nalezeny zvySené hladiny MMP-1, coz je jednim z divodi nestability platu. Celkove vzato,
vysledky studie podporuji roli MMP-1, odvozené od zanétlivych bunék, v ruptute platu. Méteni
vzorkd, které byly odebrané z koronarni sinusové krve, odhalila, Ze hladiny MMP-1 se zvySuji
u pacientit s MI nebo u pacientli s NAP v porovnani s kontrolni skupinou a s pacienty se
stabilnim koronarnim onemocnénim. AvSak nésledna analyza vzorku periferni krve nedokézala
detekovat a odliSit pacienty s onemocnénim koronarnich arterii (CAD) a kontrolni zdravou
skupinou. Nicméné se zd4, Ze hladiny MMP-1 se zvySuji s pokroc¢ilymi koronarnimi lézemi,

coz bylo prokézano u pacientti s komplexnimi 1ézemi (13, 17).

Studie z roku 2015 (E. Cavusoglu a kol.) objevila, ze zvySené hladiny MMP-1 byly
silnym a nezdvislym ukazatelem umrtnosti (z cel¢ fady pticin) Siroké populace muzskych
pacientil, ktefi podstoupili korondrni angiografii, véetné téch s AKS. Ziistava vsak otazkou, zda
MMP-1 piedstavuje marker nebo zprosttedkovatel rizika. Pokud by se podaftilo najit odpoved’
na tuto otazku, mohla by mit potencidlni terapeutické dusledky, jelikoZ existuje celd fada

inhibitort MMP. Toto vSe je v soucasné dob¢ ve vyzkumu (26).
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3.2 Zelatinazy

Mezi Zelatindzy fadime MMP-2 (Zelatinaza A) a MMP-9 (zelatinaza B). Jsou to hlavni
enzymy, které jsou zodpovédné za degradaci kolagenu a denaturované¢ho kolagenu (zelatiny)
a celou fadu dalSich komponent ECM. Oba typy Zelatinaz jsou schopné §tépit pro formy MMP
do jejich aktivni formy. Bylo prokazano, ze plné uzaviené l1éze, tukové prouzky, fibroaterom
s krvacenim a kalcifikaci jsou bohatym zdroji MMP-2 a MMP-9. Tyto dva druhy
zelatindz by mohly pomoci k hodnoceni 1¢ézi. Jednoduse by mohly identifikovat ty nejvice

rizikové (17).
3.2.1 Matrixova metaloproteinaza-2

V normalnich cévach je MMP-2 tvofena neptetrzité endotelidlnimi buitkami a SMC.
Zvysena exprese této MMP byla zjisténa v tukovych prouzcich a aterosklerotickém platu
v porovnani s normalnimi oblastmi cévy. Aktivita MMP-2 je regulovana nejvice TIMP-2 a poté
1 TIMP-1. MMP-2 by mohla byt potencidlni marker u NAP, akutniho MI (17). Jedna studie
naptiklad ukazala poprvé spojeni mezi plazmatickou hladinou MMP-2 a umisténim cerebralni
aterosklerdzy (vice prevlada u Asiatil) (27). Aktualni studie také dokazaly propojeni mezi
cirkulujicimi hladinami MMP-2 (spole¢né¢ s MMP-9 a MMP-8) a onemocnénim perifernich
tepen (PAD), jelikoZ byly nalezeny vysSi hodnoty MMP-2 u pacienti s PAD (28). Hodnoty
MMP-2 jsou rovnéz zvySené u pacientli s AKS. Naptiklad hladiny cirkulujicich MMP-2 byly
nezavisle spojené s vyvojem akutniho MI, vice nez u stabilni anginy pectoris (SAP) (14).
Hladina MMP-2 v plazmé ¢i séru se velmi zvySuje pravé po akutni kardiovaskularni prihodé
(17). Aktivni MMP-2 mtiZe rozvijet agregaci trombocytl v reakci na slabé aktivani podnéty,
coz muze podnitit a zvysit riziko vzniku trombotické pfihody (13). VSechna tato zjiSténi vedla
k tomu, Ze MMP-2 by v budoucnu mohla byt potenciondlnim biomarkerem pro CAD. AvsSak

nez se tak stane, je zapottebi dalSich studii (17).
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3.2.2 Matrixova metaloproteinaza-9

Obrazek 3 - Struktura MMP-9*

MMP-9 je zapojena do degradace a zmény struktury u kolagenni matrix a je
uvoliiovana do koronarniho fecist€ hlavné vinou platu v koronarni arterii u pacientl
s akutnim MI (29). M4 dvé formy. Neaktivni zymogenni (pro-MMP-9) a aktivni formu.
Aktivni forma MMP-9 zplisobuje ztenCovani fibrozni Cepicky. Struktura MMP-9 je uvedena na
obrazku 3. Atomy Zn*" jsou Sedivé a atomy Ca®" jsou fialové. Sekrece a exprese MMP-9
pochézi predev§im od makrofaglti. Nicméné role MMP-9 u predpovedi vzniku AKS zlstava

prozatim neznama, je vSak cilem fady studii (1).

Studie F. Darabi a kol ukazala, ze primérnd hodnota MMP-9 v séru
u sledované skupiny pacientli s AKS byla v porovnani se stabilni CAD velmi vysoka., coz
ukazuje obrazek 4 (1). Na zdklad¢ téchto vysledkii by se MMP-9 mohla stat potencidlnim
biomarkerem pro AKS, coz by mohlo umoznit ¢asnou diagnostiku AKS jesté pred rozvojem
nekrozy myokardu v tzv. stadiu ischemie. Existuji v§ak nadéle jistd omezeni, ktera prozatim
znemoznuji pievedeni experimentalni studie do klinické praxe. Jeto napiiklad malym
souborem vySetfovanych pacienti, nebo nemoznost stanovit primérnou hodnotu MMP-9
v plazmé z heparinizované krve, 1 kdyz pfi pouZiti jinych antikoagulacnich prostredkl
to jiz problém neni. Dale je to nemoZnost stanovit aktivni formu MMP-9 metodou ELISA.

Zjisténi této studie tedy je, ze u pacienti s AKS je zvySena exprese MMP-9 (1, 30).

4 ZITKA, O. a kol. cit. s. 858.
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Obrazek 4 - Hladina MMP-9 v séru u pacientt s AKS a stabilni CAD?
Popis obrazku: Hladina MMP-9 v séru je vyznamné vyssi u pacienti s AKS nez

u pacientt se stabilni CAD 9 (1).

Vzestup MMP-9 béhem AKS byl popsan jiz nékolikrat. Nejvice patrny vzestup MMP-9
byl u pacienti s AKS, ktefi byli vySetfeni kratce na to, kdy se objevily prvni pfiznaky.
Zhruba do 4 hodin od vzniku symptomtl, coz se povazuje za velky pfinos stanoveni MMP-9,
jelikoz klasické myokardidlni markery selhdvaji (jejich vzestup se neprojevi tak rychle).
Senzitivita stanoveni do 4 hodin od vzniku potizi je pomérné¢ vysoka (cca 85,2%), stejné
jako specifita (cca 75%). Za optimalni hladinu cut-off MMP-9 se povazuje 46 ng/ml.

Na rozdil od troponinu T, by hodnota MMP-9 nem¢éla byt ovlivnéna vzestupem kreatininu (30).

Déle jedna studie zjistila, Ze maximalni koncentrace MMP-9 v plazmé souvisi
s vétsim poSkozenim funkce levé komory a muze tak ptedpovidat stupenn remodelace
levé komory (udavano v tydnech po propusténi z nemocnice) (12). Vyssi hodnoty MMP-9 jsou
tedy spojeny se zhorSenou funkci levé komory u nemocnych po MI a pokud zvySeni

pietrvavalo, byl v nasledujicich dnech zaznamenan jisty mensi stupen remodelace (7).

Dale jedna studie z roku 2015 (G.H. Hamed a M. F. A. Fattah) zkoumala spojeni mezi
hladinou MMP-9 a tepovou frekvenci. Byla zjisténa vyznamna pozitivni korelace mezi MMP-9
a tepovou frekvenci. Vzristajici tepova frekvence méla klicovy a vzajemny vztah se zjiSténou

hladinou MMP-9 v plazmé. Nicméné jeSté nebylo objasnéno, zda tento vztah mezi

> DARABI, F. a kol. cit s. 56.
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plazmatickou hladinou MMP-9 a tepovou frekvenci je zptisoben zvySenou srdecni frekvenci

nebo naopak srde€nim sehnanim (12).

Nekolik studii prokézalo, Ze koncentrace MMP-9 u pacienti s CAD je ptimo spojena se
zanétlivymi markery, jako jsou naptiklad C-reaktivni protein (CRP), IL-6 ¢i fibrinogen. Je tieba
dodat, ze koncentrace MMP-9 miize byt ovlivnéna celou fadou faktord, jako je vek, pohlavi,
diabetes, dislipidémie, koufeni a vysoky tlak (31). A prave diabetes je také spojen s nestabilitou
aterosklerotického platu a zpusobuje vysoké riziko pro vznik akutni korondrni ptihody.
Vysledky studie ukdzaly, Ze celkova hladina MMP-9 byla vyssi u diabetiki s AKS ve srovnani
s kontrolni skupinou a pacienty s AKS, ktefi nebyli diabetici (32).

Ukazalo se, Ze pacienti s AKS, ktefi méli vysoké hladiny MMP-9 pti diagndze, méli
zvysené riziko koronarni revaskularizace, coz je premosténi zazené ¢asti véncité tepny pomoci
zilniho nebo tepenného Stépu, ¢imz se obnovi zasobeni okysliené krve u postizené ¢asti srdce
se snahou predejit vzniku MI. Analyza hladin MMP-9 po 18 mésicich od prodélaného akutniho
MI prokéazala, 7¢ MMP-9 byla nezavislym ukazatelem koronarni revaskularizace,
coznaznacuje stézejni roli MMP-9 v aterotrombbéze u pacienti s akutnim MI.
ZvySena plazmatickd koncentrace u pacientll s akutnim MI se na zdkladni hladinu dostala
béhem jednoho tydne. MMP-9 by mohla byt zvazena jako v€asny marker rizika identifikace
pacientll s AKS, jelikoz umi spolehlivé rozlisit pacienty s akutnim MI od téch s NAP. Vysoké
hladiny MMP-9 jsou v blizkém spojeni se zavaznosti onemocnéni a s rozsahem komplikaci

AKS (12, 25, 32, 33).

Studie z roku 2013 (Guzel S. a kol.) objevila, Ze v porovnani s kontrolni skupinou a NAP
byly po pfijeti pacienti hladiny MMP-9 v séru vyznamné vys§i u NSTEMI. Nemocni
s NSTEMI méli také vysSi pocCet leukocytli v porovndni s NAP. Bylo rovnéz zjiSténo, ze
MMP-9 ovliviiuje stabilitu platu ve spojeni s riznymi zanétlivymi cytokiny (25). DalSim
zjisténim jiné studie je fakt, ze vstupni hodnoty MMP-9 u pacienti s AKS byly témet dvakrat
tak vyss$i, nez u téch pacientli se SAP (34).

Obecné 1ze tedy fici, Ze vysokd koncentrace MMP-9 je spojena s nepfiznivym vyvojem
kardiovaskuldrniho onemocnéni. Hraje ale také vyznamnou roli u cévni mozkové piihody
(mrtvice). A to z toho davodu, Ze je exprimovana v leukocytech po préavé prodélané

mrtvici (35).
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3.2.3 Matrixova metaloproteindza-9 a TIMP-1

Rovnovaha mezi MMP a TIMP je v procesu remodelace velmi dilezita.
Vztah MMP/TIMP je vyznamny u pacientti, ktefi prod¢lali MI a udavd tim
diagnostickou a predpovédni informaci (7). TIMP-1 je hlavnim inhibitorem MMP-9
(25). Lze spekulovat, Ze u nemocnych s AKS je rovnovaha mezi produkci a inhibici MMP
posunuta smérem ke zvySené proteolytické aktivité (34). Pomér napiiklad mezi MMP-9
a TIMP-1 a vztahem s AKS je cilem cel¢ fady studii (36). Bylo prokazano, ze koncentrace

MMP-9 a TIMP-1 jsou spojeny s vyvojem a remodelaci levé komory u osob po MI (7).

Jedna studie z roku 2013 (Guzel S. a kol.) objevila, ze hladiny MMP-9 jsou po piijeti
pacientli s NSTEMI vyznamné vys$i nez ty pozorované po 24 a 48 hodinach. Hladina MMP-9
je tedy podstatné vyssi po 12 hodinach nez ta po 48 hodinach. Zatimco hladina TIMP-1 v séru
je vyznamné niz8i neZ hladina po 48 hodinach. Hodnoty TIMP-1 po pfijeti postupné stoupaly
a nejvyssich hodnot dosahly po 72 hodinach. Rovnéz byla pozorovana podstatna pozitivni
korelace mezi MMP-9 a TIMP-1. Toto zjiSténi ukazalo, ze TIMP-1, v reakci na aktivaci
MMP-9, hraje ochranou roli béhem ¢asné fdze NSTEMI. Tyto vysledky naznacuji, Ze stanoveni
MMP-9 a TIMP-1 v séru by mohlo pfedstavovat senzitivni marker zanétu u pacienta
s NSTEMI. Omezenim této studie byl nizky pocet pozorovanych jedincli a netucast skupiny

pacientli se STEMI (25).

(Jing Tan a kol.) byla nalezena podstatn¢ zvySena koncentrace poméru MMP-9 a TIMP-1 byla
u pacienti se STEMI oproti kontrolni skupiné, coz ukazuje, Ze MMP-9 ma vyznamny
a pozitivni vztah s TIMP-1. Tento pozoruhodny nariist poméru MMP-9/TIMP-1 u pacientii se
STEMI ukazuje na nerovnovahu mezi MMP-9 a TIMP-1 v mikroprostfedi nestabilniho
aterosklerotického platu. Muze tak byt, alespon ¢astecné€, zodpoveédny za prasknuti platu, které

muze vést eventualné ke vzniku kardiovaskuldrnich ptihod (36).

Pomér MMP-9 a TIMP-1 by se mohl stat nezavislym ukazatelem komplexnich 1¢ézi (24).
Pomér MMP-9/TIMP-1 byl podstatné vyssi u pacientii s AKS neZ u kontrolni skupiny. Byla
nalezena negativni korelace mezi adiponektinem a pomérem MMP-9/TIMP-1, coz miize
poskytnout piehled o porozuméni patologickym zménam koronarnich platid. Adiponektin je
protein specificky pro adipocyty, ktery je hojné ptitomen v lidské plazmé. Byla zjiSténa jeho

dalezita role ve vyvoji aterosklerdézy. Tato negativni korelace naznacuje, ze adiponektin
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ovliviiuje pomér MMP-9/TIMP-1 tim, Ze zptsobi zménu rovnovadhy mezi MMP-9/TIMP-1, coz
ma vliv na stabilitu platu. Dale analyza ukéazala, Ze pomér MMP-9/TIMP-1 je ukazatelem AKS.
Z toho davodu zvySujici se pomér MMP-9/TIMP-1 byl tedy ukazatelem stability koronarnich

plati, které charakterizuji AKS a odrazi tak zavaznost koronarni aterosklerozy (29).
3.2.4 Tradi¢ni ¢inskd medicina a matrixova metaloproteindza-9

Tradi¢ni ¢inskd medicina ma asi 3000 let starou historii. Ma celou fadu jedine¢nych
teorii v etiologii, 1écbé a diagndéze. Zijem o tradiCni ¢inskou patentovanou medicinu
v poslednich letech nartsta také v zemich zapadni civilizace. A pravé jedna studie z roku 2013
(J. Wang a kol.) se zabyvala uCinky Xuefu Zhuyu (XFZY) a Shengmai (SM) na vyvoj
syndromil a markeri zanétu u pacientli s NAP. PredevSim se sledovala hodnota MMP-9

a dalSich markert (CRP atd.). Méfeni probihalo po dobu 12 tydna (37).

Kapsle XFZY jsou tradi¢ni ¢inskou patentovanou medicinou nejcastéji pouzivany
na odstranéni krevni staze (zpomaleni pfirozen¢ho pohybu tekutiny). Sklada se z 11 ¢inskych
bylinek. Kapsle SM je také Cinskou medicinou hojné pouzivana, a to nejcastéji na tonifikaci

(t). dosazeni svalového napéti). SM se sklada ze 3 bylinek (37).

V porovnani s ptredchozi 1é¢bou se hladina MMP-9 béhem prvniho tydne vyznamné
zvys$ila u kontrolni skupiny a také u skupiny XFZY a SM. Nicméné se pozdé€ji béhem 12 tydni
podstatné snizila u skupiny XFZY a SM v porovnani s kontrolni skupinou. Z tohoto diivodu
by lé¢ba pomoci XFZY a SM mohla byt velmi pfinosnd, jelikoZ se hladina MMP-9 po delsim
pouzivani XFZY a SM vyrazn€ sniZila a toto snizeni by mohlo pfedchizet zanétlivé

odpoveédi (37).
3.3 Stromelysiny

Stromelysiny jsou schopné degradovat velmi mnoho komponent stromalnich tkani
a bazalnich membran. Jsou podobné kolagendzdm, avSak vlastnost, ktera je od nich odliSuje,

je neschopnost degradovat kolagen typu I (17).
3.3.1 Matrixova metaloproteindza-3

Zdrojem MMP-3 v aterosklerotickém platu jsou makrofagy, lymfocyty a SMC.
Transkripce MMP-3 je indukovana IL-1p a rGstovym faktorem odvozenym od trombocyti.

Mnohonésobné zvySené hladiny MMP-3 byly nalezeny v 1ézich karotid (17). MMP-3 se ucastni
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aktivacni kaskddy u ostatnich pro-MMP, které se pak v kone¢ném disledku vSech pochodl

stanou aktivnimi. Naptiklad MMP-3 aktivuje pro MMP-1 na aktivni MMP-1 (16).

Co se tyka koronarnich arterii, vysledky nejsou zatim zcela jednoznacné. Hodnota
MMP-3 v séru byla nizsi u pacient s MI v porovnani s kontrolni skupinou. Nicméné¢ pti dalSim
podrobn€j§im zkouméni bylo pozorovano, ze hladina MMP-3 se zvySuje mezi nultou
a 96 hodinou od pfijeti z divodu MI, ackoli pii pozdéjSim vySetfeni byly hladiny MMP-3
opét niz$i. AvSak vysSi hladiny MMP-3 byly také pozorovany pii odbéru krve napiiklad
z koronarniho sinu u pacient s AKS v porovnani s kontrolni skupinou a stabilnim koronarnim
onemocnénim. Z toho divodu mizeme uvazovat MMP-3 jako prasecik n€kolika cest, které
jsou zakladem téchto klinickych udalosti. V dasledku toho by MMP-3 mohla byt kandidatem
pro dalsi vyzkum, protoze vysoké cirkulujici hladiny u pacienti s MI byly popsany jako
ukazatele budoucich kardiovaskularnich ptihod (13, 17, 38).

3.3.2 Matrixova metaloproteinaza-10

MMP-10 je dal§im ze zastupci stromelysinl. Zdrojem MMP-10 v aterosklerotickém
platu jsou endotelové bunky a makrofagy. ZvySujici se hladiny MMP-10 jsou spojené s platy
a s tloustnutim intima-media kréni tepny (17). Jedna studie z roku 2015 uvedla, Ze hladiny
cirkulujici MMP-10 se zvysuji u pacient s PAD, podle zavaznosti onemocnéni a ve spojeni se
Spatnou prognézou. Z tohoto diivodu byla proto MMP-10 navrZena jako marker zadvaznosti

onemocnéni aterosklerotického procesu (28).
3.4 Ostatni metaloproteinazy
3.4.1 Specificky t€hotensky plazmaticky protein A

Specificky téhotensky plazmaticky protein A (PAPP-A) je zinek vazajici
metaloproteindza. PAPP-A byla piivodné identifikovana v plazmé u téhotnych Zen (pouziva se
pro screening Downova syndromu). Indukuje aktivaci rastového faktoru odvozeného
od inzulinu, ktery zase indukuje zanét a absorpci lipidii, coz ptispiva k aterogenezi a nestabilité
platu. V poslednich letech ale byla jeji zvySend hladina v cirkulujici krvi nalezena 1 u pacientl
s AKS ¢i jinym koronarnim onemocnénim. ZvySend hladina byla také nalezena v prasklych
a erodovanych platech. PAPP-A je tvofena nejspiSe buiikami cévni stény a aktivovanymi
makrofagy a je uvolnovana pii prasknuti aterosklerotického platu. Jeji pfitomnost byla

detekovana u nestabilnich aterosklerotickych platl, a naopak nebyla detekovéana u stabilnich
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plati. Omezené pocty studii ukdzaly, ze PAPP-A dovede identifikovat nemocné, u nichz
je riziko vzniku AKS vysoké, 1 kdyz maji negativni troponin. Coz by v zavéru znamenalo,
ze by PAPP-A méla schopnost rozeznat pacienta s vulnerabilnim platem jesté diive, nez u n¢ho

dojde k aterotrombotické ptihodé€. (4, 7, 8, 20).
3.4.2 Matrixové metaloproteinazy -12, 13 a 14

MMP-12 je nejvice produkovana makrofagy a degraduje velké mnoZzstvi komponent
kolagenu. Zajimavym zjisténim je, Ze MMP-12 ma tendenci degradovat aktivované MMP-2
a MMP-3. Zvysena hladina MMP-12 byla rovnéz nalezena u plati s tenkou fibrozni ¢epickou.
Pouze jedind studie prozkoumala, Ze by MMP-12 mohla byt potencidlnim biomarkerem
u pacientlt s CAD, jelikoZ u nich nalezly zvySené hladiny MMP-12. Nicméné jsou nezbytné

dalii studie (13, 17).

MMP-13  fadime mezi kolagendzy. Stépi kolagen typu II. Nalézame
ji v aterosklerotickém platu na obdobnych mistech jako MMP-1 a jejich zdroje exprese jsou

také stejné, tedy endotelové bunky, makrofagy a SMC (13, 17).

MMP-14 patii mezi tzv. membranové vazan¢ MMP a aktivuje pro-MMP-2.
V aterosklerotickych 1ézich je lokalizovand s MMP-2 v SMC a makrofazich a spolu s ostatnimi
MMP, je cilem studii k identifikaci nestabilniho platu nebo pro vyvoj terapie stabilizujici plat.
Vsechny tyto MMP jsou v urCité spojitosti zapojeny do tvorby aterosklerotickych 1ézi
a naslednou jejich nestabilitou, avSak doposud zaddna studie nepotvrdila, ze by mohly tyto MMP

byt markery kardiovaskularnich onemocnéni, napiiklad u pacientd s AKS (13, 17).
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4 METODY STANOVENI MATRIXOVYCH
METALOPROTEINAZ

Soucasné metody stanoveni MMP slouzi predevsim k detekci a stanoveni jejich aktivity
(18). AvSak jednim z problémt, kterym v soucasné dob¢ Celi klinické vyzkumy pii detekci
MMP, je nedostatek analytickych validovanych metod. Dnes bézné pouzivanymi metodami
jsou enzymatické, fluorimetrické in vivo zobrazovaci metody a také metody predevsSim
imunochemické. Imunochemické metody piedstihuji enzymatické, ale nedokéazi odlisit
neaktivni formu MMP od formy aktivni. Fluorimetrické metody pouzivaji k detekci
fluorescencné znacCené substraty, které vykazuji nizké detek¢ni limity. DalSi z metod, které jsou

predmétem zajmu, je metoda zymografie (39).
4.1 Insitu zymografie

Tato metoda pouzivd enzymaticky podkladovy substrat nebo kryci vrstvu k detekci
a lokalizaci specifickych proteazovych aktivit v riznych tkanovych usecich. Jednoduse feceno,
specificky enzymaticky substrat pro konkrétni protedzu je uloZen na nebo pod zmrazenou ¢asti
nefixované tkané, které je umisténd na sklenénych sklickach. Béhem inkubace dochazi
k Sté€peni substratu v zavislosti na Case a davce pfisluSnymi aktivnimi enzymy v jejich
pfirozeném misté. Po uplynuti inkuba¢ni doby miize byt lyza znaceného substratu detekovana
bud’ svételnou mikroskopii nebo fluorescen¢ni mikroskopii, ¢imz umozZni lokalizaci aktivity
specifické protedzy ve tkanovych tusecich. To, jakym zplsobem bude detekovana, zavisi
na typu substratu. U fluorescencni mikroskopie 1ze po inkubaci pozorovat aktivitu MMP jako
cerné jamky na fluorescenénim pozadi v disledku proteolyzy. Jednou z vyhod
in situ zymografie je, Ze je celkem nizkondkladovou metodou. Naopak hlavni nevyhodou je, ze
citlivost detekce (snizenim v intenzité barveni) je pomérné€ nizka. Nevyhodou je také nemoznost

tuto metodu pouzit pro kvantitativni ucely (18, 40).
4.2 ELISA

ELISA (z angl. Enzyme-linked immunosorbent assay) je znamou biochemickou
metodou, kterd slouzi ke kvantitativnimu stanoveni pfitomnosti protilatky nebo antigenu
ve vzorku. ELISA je zaloZena na specifické reakci antigenu a protilatky. Protilatka nebo antigen
je navazana (zakotvena) na nosi¢, nej¢astéji mikrotitrani destiC¢ku. Na jednom z ucastnikt této
reakce je navazany enzym, ktery katalyzuje pfeménu substratu po jeho pfidani do reakéni smési.
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Produkt reakce je barevny, proto se stanovuje bud spektrofotometricky nebo
fluorimetricky. Koncentrace produktu je pfimo imeérna koncentraci protilatky nebo antigenu
ve vzorku. Sady (kity) ELISA ptedev§im pro lidské MMP jsou velmi Siroce dostupné.
Touto metodou se stanovuje napiiklad nejCastéji MMP-9 (vzorek séra se fedi 1:100) a spodni
hranice detekce byla 3 ng/ml. Nevyhodou je, Ze neumi zméfit aktivitu enzymu, ale méfi
mnozstvi proteinu (1, 18). ELISA se vyuziva ke stanoveni opravdu celé fady latek. Naprosta

vétsina studii kromé velkého mnozstvi MMP touto metodou stanovuji napiiklad 1 IL-1 a IL-6.
4.3 FRET

Metoda FRET (z angl. fluorescence resonance energy transfer) neboli fluorescenéni
rezonan¢ni pfenos energie, je zaloZena na meéfeni interakce protein-protein. K posouzeni
enzymatické aktivity se pouzivaji kratké syntetické peptidy. Peptidova sekvence napodobuje
misto Stépeni, které je pritomno v pfirozeném substratu MMP. Nejvhodnéjsi zplisob detekce
aktivity enzymu je zalozen na aplikaci fluoroforu. FRET se vztahuje k neradia¢nimu prenosu
energie v excitovaném stavu mezi kolokalizovanymi donorovymi a akceptorovymi fluorofory.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o fluorofory v té€sné blizkosti (~ 5 nm), zaznamena FRET
molekuldrni interakci mezi fluorescenéné znacenymi bilkovinami. Jakmile je peptid Stépen
MMP, skupiny jsou odd€leny, coz se projevi vyznamnym zvySenim fluorescencniho signalu.
Tato metoda je pon¢kud jednoduchd a vhodna ke sledovéni aktivity MMP. M4 vSak jednu
velkou nevyhodu. Nevyhoda této techniky spoc¢iva v tom, ze pouze napodobuje interakci mezi
enzymem a jeho ptfirozenym substratem. FRET se pouZiva také ve farmacii ke sledovani ztraty

ucinnosti lé¢ivého piipravku (18, 41).
4.4 Elektroforéza na ¢ipu

Kapilarni elektroforéza na ¢ipu je metoda, ktera poskytuje zdroven probihajici analyzu
nékolika desitek vzorkil, a to béhem nckolika minut. Vzorek, ktery je potteba na analyzu, ma
objem né¢kolika pikolitrii, coZ je rozhodné velkou vyhodou. Do mikro€ipu jsou vyleptany
kanalky, ve kterych probiha separace vzorku. Jakmile jsou na ¢ipu naneseny vSechny nafedéné
vzorky, jsou vpraveny elektrokineticky do injektorové oblasti. Poté probiha elektroforeticka
separace vzorkl a naslednd detekce, kterd je zprostfedkovana nejCastéji pomoci laserem

indukované fluorescence (9). Sestava pro elektroforézu na ¢ipu je uvedena na obrazku 5.
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Obrazek 5 — Pristroj Experion pro elektroforézu na &ipu®

Tato metoda se nejcastéji vyuziva k vyzkumu interakce MMP-9 s kolagenem (nejcasté;ji
hovézim). Cilem studie z roku 2011 (O. Zitka a kol.) bylo pravé vyuziti ¢ipové elektroforézy
pro vySetieni této interakce. Méfeni byla provedena na pftistroji Experion od firmy Bio-Rad.
Jedna se o automaticky systém vyuzivajici k analyze proteiniti, DNA 1 RNA. Vzorek se pfipravi
podle navodu od vyrobce. Analyzované vzorky se natfedily. Nafedéné¢ vzorky se smichaly
s redukénim pufrem v urcitém poméru a nechaly kratce inkubovat pti 100 °C. Nasledné se
k smési pridala voda. Cip se naplnil gelem a nasledné se nafedéna smés nanesla do jednotlivych
kanalkli v Cipu. Separace je zalozena na klasické kapilarni elektroforéze. Jsou zde takeé
elektrody, které jsou kapilarou ptipojeny ke spodni strané Cipu. Analyza vzorku je velmi rychla,
zhruba 1 min, zalezi na molekulové hmotnosti a cilovych molekuldch, které jsou detekovany
fluorescencnim detektorem (39). Pomoci softwaru k ptistroji Experion, 1ze vysledky zobrazit
v podobé elektroforeogramu, ktery je zobrazen na obrazku 6. Vysledek potvrdil to, ze MMP-9
Stépi kolagen, ale také zéaroven, Ze je mozZzno tuto interakci detekovat automatickou

elektroforézou na ¢ipu (9).

®Experion, McMaster University Centre for Microbial Chemical Biology cit. [online].
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Obrizek 6 - Virtualni gelovy vystup z piistroje Experion pro MMP-97
Popis obrazku: V draze €. 1 je vyobrazena detekce 100 ng MMP-9. U analyzy kolagenu
nebyl zachycen zadny signal (velkd molekulova hmotnost kolagenu, draha €. 3). Pfi interakci
obou proteini vznikly fragmenty o rtiznych molekulovych hmotnostech (drdha ¢. 2). Draha

znacena pismenem L je standard (9).
4.5 Substratova zymografie

Nejrozsitengjsi technikou, ktera se pouziva k detekci aktivity MMP je substratova
zymografie. Tato metoda je elektroforetickou technikou, kterd je zalozena na SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym), ktera zahrnuje
kopolymerovy (kopolymerace = fetézova polymerace dvou ¢i vice riiznych monomert) substrat
s polyakrylamidovym gelem, ktery slouzi k detekci aktivity enzymu na zaklad¢ jejich rozdilné
molekulové hmotnosti. Lze rozliSit aktivni a latentni formy MMP, protoZze maji rozdilné
molekulové hmotnosti. Rizné MMP mohou byt detekovany touto metodou v zavislosti
na substratu. Kaseinova zymografie se pouziva k detekci MMP-1, MMP-12 a MMP-13.
K detekci MMP-1 a MMP-13 se vyuziva i kolagenova zymografie, kde detek¢ni limit pro
MMP-1 je 0,1 pg a pro latentni formu MMP-1 10 pg. Nejvice pouzivanou zymografii, je
zymografie zelatinova. Slouzi k detekci MMP-2 a MMP-9 (18). Priklad zymogramu
pro MMP-2 je uveden na obrazku 7.

7 ZITKA, O. a kol. cit. s. 200.
24



Zelatinova zymografie pracuje s gely (SDS-PAGE), které jsou kopolymerovany
s zelatinou. Kritickym krokem této metody je piiprava vzorku a jeho extrakce z tkané
nebo bunék. Obecny postup metody je nasledujici: Vzorky se nafedi a nechaji inkubovat
potiebnou dobu pii dané teploté. Nafedéné vzorky se po inkubaci nanesou do jamek v gelu.
Po probehlé elektroforéze se gel promyje pufrem a necha pii pokojové teploté za pomalého
michani. Poté se inkubuji ve vyvojovém pufru a nasledné se barvi pomoci barviva nazvaného
Coomassie Brilliant Blue. Po uplynuti této doby se gely fotografuji pomoci zobrazovaciho
systému. Plocha oddéleného pasma byla méfena v pixelech (1, 18). Zelatinova zymografie pro

MMP-9 je uvedena na obrazku 8.

Protisténa  Kontrolni pruby Pfitomnost 1 uM
MMP-2 inthibitoru MMP

Obrazek 7 - Reprezentativni zymogram pro MMP-23

Popis obrazku: Zymogram srde¢ni tkané. Inkubac¢ni roztok obsahoval neselektivni

inhibitor MMP v kone¢né koncentraci 1 uM (18).

118 KD

Standard Pro-MMP-9
§5 KD & A ktivni
Standard MMP-9

Obriazek 8 - Zelatinova zymografie pro MMP-9°

Popis obrazku: Vzorek séra a proteinovy standard byly podrobeny elektroforéze
v 10 % SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym)

s zelatinou (1).
4.6 Ostatni

Jednou z mén€ vyuzivanych metod ke stanoveni MMP-9 je i analyza messengerové
RNA (mRNA) MMP-9. Zilni krev se odebere do zkumavky s EDTA p¥imou Zilni punkci a je

centrifugovana. Poté se vznikly ,buffy coat”, coz je ¢ast antikoagulované krve obsahujici

8 KUPAL K. a kol. cit. s. 208.
° DARABI, F. a kol. cit. s. 56.
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leukocyty a trombocyty, smichd s potiebnymi reagenciemi. V piipad¢ dalsiho zpracovani se
ulozi pti -80 °C. Extrahuje se celkova RNA a vycisti se s pouZzitim specidlniho kitu. Nasledné
se méfi koncentrace MMP-9 mRNA pomoci real-time kvantitativni reverzni transkripéni

polymeréazové fetézové reakce (35).

Ptehled metod stanoveni MMP, véetné jejich vyhod a nevyhod uvadi tabulka 2.

Tabulka 2 - Metody stanoveni MMP'?

Metoda Vyhody Nevyhody
In situ Nizké naklady, Nizka citlivost detekee,
mografie lokalizace MMP v [nemoZnosnost pouZiti pro
2ymog tkanich kvantitativni ucely
ELISA VyZzaduje nizké Nestanovi aktivitu enzymu
mnozstvi vzorku
FRET Jednoduchost, Moznost ovlivnéni screeningu
vhodna ke sledovani |detergentem, metoda interakci
aktivity MMP mezi enzymem a jeho
ptirozenym substratem pouze
napodobuje
Elektroforéza Rychla analyza Dosud malo popsané interakce
na cipu vzorku, Y}'/sTupy v ] nzezi I‘llel’lyml tyPy MMP (je
elektronické podobé [predmetem studii)
(virtualni gely)
Substratova Oddélyje latentnia | Dlouhy protokol
aktivni MMP
zymografie

10 KUPAL K. a kol. cit. s. 206; ZITKA, O. a kol. cit. s. 858-860.
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5 STUDIE O METALOPROTEINAZACH

5.1 Matrixové metaloproteinazy jako biomarkery u aterosklerotickych

kardiovaskularnich onemocnéni

V soucasnosti je diagnostika poSkozeni srdce, at’ uz z jakychkoliv pfi¢in odkazana na
markery, které detekuji pouze nekrozu myokardu. Jsou jimi predevsim laktatdehydrogenaza
(LD), aspartataminotransferaza (AST) a kreatinkindza (CK), konkrétné je to myokardialni
izoenzym (CK-MB). MMP degraduji komponenty ECM a mohou byt tak zapojené do vyvoje
aterosklerdzy a destabilizaci aterosklerotickych plati (13). Z tohoto divodu se studuji MMP
jako vhodné budouci markery, a to predevsim pacienti s AKS (30). Hlavni vyzvou v medicing,
da se fict, je pfesnd a perfektni diagnoza, prognoza a lécba pacientii s AKS. DalSim tcelem
studii je poskytnou piehled o roli MMP v rozvoji, progresi a komplikaci aterosklerdzy
u kardiovaskularnich onemocnéni (15). Omezeny pocet studii, provedenych na lidech, ukazal
zvySené hladiny MMP u pokrocilé CAD a AKS. Zvysené hladiny u pacienti s CAD byly
spojené s budoucim rizikem kardiovaskularnich ptihod. Nicméné je zapotiebi mnohem vice dat
k tomu, abychom mohli urcit skute¢nou pftirtstkovou hodnotu cirkulujicich hladin MMP.
Zajimavé, na rozdil od ocekavani, je zjiSténi, Ze zvySené hodnoty tkanovych inhibitora
MMP (TIMP) jsou také ve spojeni se vzristajicim rizikem kardiovaskularnich ptihod

u pacienti s CAD (8). Tabulka 3 uvadi pfehled MMP jako biomarkerti kardiovaskularnich

onemocnéni.
Tabulka 3 - MMP jako biomarkery kardiovaskuldrnich onemocnéni!!
Skupina Oznac¢eni MMP Vysledek Kardiovaskularni onemocnéni
, MMP-1 1 CAD, AKS
Kolagenazy ] -
MMP-8 1 CAD, stendza karotidy
. ., MMP-2 1 CAD, AKS
Zelatinazy -
MMP-9 1 CAD, AKS, stendza karotidy, PAD
. MMP-3 ! Symptomatickd CAD, MI
Stromelysiny 1 Prvnich 96 h AKS
MMP-10 1 Tlusta vrstva intima-media
Matrilysiny MMP-7 1 CAD
Ostatni MMP MMP-12 1 CAD

"KETELHUTH, D. F. J.; BACK, M,, cit. 5.166.
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Nejblize ke klinické praxi ma v soucasné chvili MMP-9 (30). Z tohoto divodu jsem
vybrala jednu studii z roku 2015, kterd se detailné zabyvala odhalenim pocatecni hladiny
MMP-9 ve vztahu k pacientim jako charakteristicky a diagnosticky marker k rozliSeni AKS
od SAP. Zabyvala se také zhodnocenim jejich hodnot jako ukazatele budouciho rizika vzniku

kardiovaskularnich komplikaci a vysledku nemoci (12).

Studie (Hamed a Fattah, 2015) byla provedena na 120 pacientech, z toho 20 pacienta
bylo jako zdravd kontrolni skupina. Probihala cca 6 mésici. Byla odebrana venozni krev
v naprosto sterilnim prostfedi do hladké zkumavky bez antikoagulantu. Pacientim bylo
provedeno klasické biochemické vySetieni (vySetfeni glukozy v krvi, LDL-C, CK-MB, LDH,
troponin T). Vzorky pro méfeni MMP-9 byly odebrany okamzité po hospitalizaci u pacientl
s diagnozou AKS, zpravidla do 4 hodin od pocéatecni bolesti na hrudi. Stanoveni hladiny
MMP-9 v séru bylo provedeno metodou ELISA (s pouzitim kitu od firmy RayBiotech).
Minimalni detekovatelnd davka MMP-9 byla 10 pg/ml. Pacienti s AKS méli vyznamné vySsi
index télesné hmotnosti (BMI), primérnou srde¢ni frekvenci a LDL-C v porovnani s kontrolni
skupinou. Vysledky této studie odhalily, ze MMP-9 byla vyznamné zvySena u vSech pacientti
s AKS v porovnani s kontrolni skupinou nebo s pacienti se SAP. Nejvyssi hodnoty pak byly
nalezeny u pacienti se STEMI, pak u NSTEMI a nasledné u NAP. Objevila pozitivni vztah
mezi MMP-9 a tepovou frekvenci. Zajimavé zjisténi bylo, Ze nemocni s AKS se Spatnymi
vysledky, méli zvySené hladiny MMP-9 dtive nez ti s dobrou prognézou. Zavér této studie je
tedy, ze odhalila pacienty s AKS, ktefi méli zvySené hladiny MMP-9 v séru. Podobné vysledky
byly objeveny 1 v jinych studiich (napf.: studie Tahindi A. a kol z roku 2011 (42)).
Vyse zminéné vysledky mohou ukazovat na to, ze hladina MMP-9 se postupné zvySuje se

zvysujici se zdvaznosti klinického projevu (12).

Dyslipidémie patii také mezi rizikové faktory aterosklerdzy. Pacienti s timto
onemocnénim byli v jedné studii podrobeni farmakoterapii. Byl u nich zjistén vyznamny pokles
cholesterolu oproti jedinciim, ktefi byli jen v dietnim rezimu. Tento vyznamny pokles pii
farmakoterapii  pravdépodobné spocival v odstranéni hromadicich se makrofagi
v aterosklerotickych platech, coZ mélo za nasledek inhibici aktivity MMP. U pacientl s timto

onemocnénim byla namétena zvySena koncentrace cirkulujici MMP-9 (20).

MMP-2 a MMP-9 mohou zptsobit nestabilitu platu skrze degradaci ECM, apoptdzu
SMC a podpofenim infiltrace zanétlivych bunc¢k (27). MMP-3 je povazovéana za vhodny

budouci marker nestability aterosklerotickych plati, nicméné prozatim jsou u této MMP
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vysledky sporné a nejednoznacné (13, 17). Rovnéz PAPP-A by mohl byt vhodnym markerem
aterosklerdzy, jelikoz existuje nékolik dikazl, ze dokaze odhalit rupturu platu diive nez

markery, které se dnes pouzivaji napiiklad pro diagnostiku MI a srde¢ni nekrozy (20).

Zvysené hladiny cirkulujici MMP-10 byly zase objeveny u pacienti s PAD,
a to v souladu se zavaznosti a ve spojeni se Spatnymi vysledky. Zaroven u téchto pacientl byly
zjistény 1 zvySené hladiny MMP-2 a MMP-9. Nicméné jejich uzitecnost jako ndstrojii pro

diagnézu a progndzu nebylo prozatim fadné stanoveno (28).

U MMP-1 byly jeji zvySené hladiny spojeny se starSim vékem pacienta,
niz8im BMI a také niz8imi hodnotami hemoglobinu v krvi. MMP-1 ma pozitivni vztah

s TIMP-1 a adiponektinem (26). Vyznamné¢ jsou jeji hodnoty zvySeny u pacientli s CAD (42).

Souhrnné¢ Ize ftici, Ze aktivita MMP se zvySuje u vysoce zanétlivych ateromat6znich
plati. U nestabilnich plath byly nalezeny zvySené hladiny MMP-1, MMP-3, MMP-8 a MMP-9
v porovnani s fibroznimi platy. MMP-2, MMP-9 a MMP-14 degraduji bazélni
membranu kolem SMC, ¢imz se tyto buniky dostanou do kontaktu s ECM. Timto mechanizmem
se klidné bunky hladkého svalstva v cévach (VSMC) pieméni do proliferacni a migra¢ni formy

(42).
5.2 Inhibice metaloproteinazy pomoci antibiotika doxycyklinu

Nestabilni ateroskleroticky plat, u kter¢ho je velky ptfedpoklad ruptury, vykazuje
intenzivni zanét, pronikani makrofagi, lymfocyti i Zirnych bunék. Makrofagy produkuji MMP,
které postupné degraduji komponenty kolagenu fibrézni cepicky. Jeji poSkozeni podnécuje
trombozu, kterd je spojena s velkym mnoZstvim klinickych udalosti. Z tohoto diivodu je
inhibice aktivity MMP nebo potlaceni zanétu, ktery v céveé probiha, ldkavym cilem, jak prede;jit
ruptufe platu. A praveé touto myslenkou se zabyvala studie z roku 2016 (David L. Brown a kol.).
Antibiotikum doxycyklin v sub-antimikrobidlnich davkach pfimo inhibuje MMP a také ma
Studovali plsobeni doxycyklinu na MMP-2 a MMP-9 a déile takée IL-1B a IL-6.
Denzitometrickd analyza zymogramu latentni formy pro-MMP-9, jak je uvedeno na obrazku 9,
odhalila statisticky velmi vyznamny efekt plsobeni doxycyklinu a to takovy, ze lécba
doxycyklinem sniZila aktivitu MMP-9 az o0 43 % a to s vysokou u€innosti u pacientl s akutni
CAD. Toto zjisténi, které bylo v této studii ovéfeno, miize mit velké dopady v prevenci akutnich
koronarnich ptihod, nicméné je zapotiebi vice vyzkumt, aby se toto potvrdilo (22).
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Placebo skupina pacientu
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Subantimikrobidlni divka Doxycyklinu
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16B 16 21B 21 25B 25 26B 26

Obrizek 9 — Inhibice metaloproteindzy pomoci antibiotika doxycyklinu — zymogram'?

Popis obrazku: Priklad Zelatinového zymogramu u placebo skupiny pacientti a skupiny
pacientti, ktefi byli podrobeni lécbé doxycyklinem. Pas oznaceny 92 kDa predstavuje
pro-MMP-9. Pas oznaCeny 72 kDa ptedstavuje pro-MMP-2. Kazdy vzorek pacienta je
oc¢islovany a predstavuje prilehlé pruhy. Prvni pruh (B) je pied lécbou a druhy pruh je

po 6 mesiéni 1écbé (22).

12 BROWN, D. L. a kol. cit. s. 736.
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6 INTERLEUKIN-1 A INTERLEUKIN-6 A JEJICH ROLE V
ATEROSKLEROZE

6.1 Pojem cytokin a interleukin

Termin cytokin pochazi z feckych slov cyfos-, coZ znamena buiika a slova -kine, coz
v ptekladu znamena pohybovat se. Piivodnim zamérem, pro¢ vznikl tento pojem, bylo odlisit
tuto skupinu molekul, které zvySuji obranyschopnost organismu (jsou imunomodulaéni),
od rustovych faktort. Jelikoz se vSak jejich funkce znac¢né piekryvaly, bylo toto rozdéleni
nadbyte¢né. Do skupiny cytokini tedy zahrnujeme interleukiny, tumor necrosis faktor

a podskupinu interferonti (43).

Interleukiny jsou jednoduse feCeno skupinou cytokind, jez jsou zodpovédné
za signalizaci mezi leukocyty. Nicméné tato definice neni zase tak spravna, jelikoz interleukniy
jsou produkovany i1 ne-hematopoetickymi typy bunék, jakymi jsou napiiklad cévni endotelové
buiiky a SMC. Dnes je zndmo nejméné 26 Clent interleukind, znacené jako IL-1 az IL-26.
Tato skupina cytokini realizuje celou Skalu funkci, jakymi jsou aktivace bunék, chemotaxe,
diferenciace a proliferace, a to u rozsdhlého spektra bunéénych typii (43). Mononuklearni buiiky
uvoliuji cytokiny, a to predevs§im IL-1 a IL-6 (14). Tyto zminéné cytokiny reguluji transkripci
MMP bud’ pozitivné nebo negativné (18).

Razné cytokiny piisobi odliSn¢ na aterogenezi, plisobi bud’ pro aterogenezi nebo proti
aterogenezi, ¢imz mohou regulovat charakteristiku platu. Cytokiny navozuji expresi MMP
zvySuje poté expresi MMP v makrofazich. Tukové bunky produkuji reaktivni formy kysliku,
které preméni neaktivni formy MMP (zymogeny) na aktivni, ¢imZ maji tyto buiiky kompletni

arzenal pro degradaci ECM (15).
6.2 Interleukin-1 a jeho role v ateroskleroze

6.2.1 Obecné informace o interleukinu-1

Interleukin-1 je hlavnim regulatorem velkého mnoZstvi zanétlivych procest u vyssich
eukaryotnich bunék. Hraje kliCovou roli v fadé autoimunitnich onemocnéni, jako je naptiklad
diabetes mellitus, revmatoidni artritida atd. V posledni dobé se ale ukazalo, Ze se podili také

na nékolika kardiovaskuldrnich onemocnénich (44).
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IL-1 byl poprvé popsan v roce 1972 jako faktor, ktery aktivuje lymfocyty. Pozdé&ji se
ukazalo, ze ma mnohem vice u€inkl. Jako naptiklad zvySeni télesné teploty, indukci zanétu,
stimulaci Sifeni T a B-lymfocyti a mnoho dalSiho. Proto neni moc piekvapujici, ze se 1 jistym
zpusobem podili na fadé kardiovaskularnich onemocnéni, pravé kvili jeho prozanétlivym
schopnostem (44). Ma také dulezité slovo pii odklizeni infekénich agens z organismu
(napt.: Staphylococcus aureus a Mycobacterium tuberculosis) (45). IL-1 fadime mezi
tzv. prozanétlivé cytokiny s pleiotropnimi biologickymi ucinky (pleiotropni G€inek = plisobi na
neékolik rtznych bunék) (46). IL-1 produkuji pfedevS§im makrofagy, ale také lymfocyty,
neutrofily, keratinocyty, endotelové buiniky a buiiky svalové. Termin IL-1 patii dvéma
ptibuznym proteiniim, které se ale vzadjemné lisi. Je to interleukin-la a interleukin-1p. Tyto
proteiny jsou kodovany dvéma odliSnymi geny (44), ale oba se vazou na stejny receptor (45).
Do rodiny IL-1 zahrnujeme i zcela odlisné proteiny, které maji antagonistickou prozanétlivou

aktivitu. Jako je IL-18 a IL-33 (47).

IL-1a je syntetizovan jako plné€ aktivni peptid, ktery je pfevazné membranoveé vazany,
ale maze byt také uvolnén z cytoplazmy néasledkem bunécné smrti. Podili se vice na lokalni

reakci pti poSkozeni a méng pak pii systémové zanétlivé odpoveédi (47).

IL-1B je hlavni formou cirkulujiciho IL-1. Nejprve je syntetizovan jako prekurzor
(prolL-1PB), ktery je pozdé&ji Stépen kaspazou-1, ¢imz se kaspaza-1 podili také na tvorbé
aktivniho IL-1B. Aktivni IL-1P se pak mlze vazat na membranovy receptor IL-1 na stejné bunce
(autokrinni), na sousedicich buiikdch (parakrinni) nebo vstoupit do vzdéalenych cirkulujicich
bunék (endokrinni) (47). Ve spojeni s ateroskler6zou je nejvice zminovan prave IL-1B. V ramci
populace T-lymfocyt tvorba pro a proti aterogennich cytokini zavisi pravdépodobné
na polarizaci subpopulace lymfocytli na fenotyp Tul nebo Tu2. Tul a Tu2 je subpopulace
tzv. pomocnych (helper) lymfocytl. Polarizace Tul uptednostituje tvorbu takovych cytokint,

které v zadvéru aktivuji makrofagy, jez maji za nasledek sekreci IL-1p (43).
6.2.2 Interleukin-1 a aterosklerdza

Ateroskler6za je popisovana jako chronické zanétlivé onemocnéni. A jelikoz IL-1 je
dalezitym medidtorem zanétu, lze predpokladat, ze se tohoto patologického déje bude néjakym
zpusobem ucastnit. Tvorba IL-1a a IL-1B byla nalezena v ramci lidskych aterosklerotickych
platl, coz znamena, Ze maji vztah k jejich vyvoji. IL-1p je produkovan pifedevs§im makrofagy

a endotelovymi buitkami a jeho zvySené hladiny byly nalezeny v perikardialni
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tekutiné (= usnadniuje pohyby srdce) u pacienti s CAD, oproti jinym cytokinim
(napt.: IL-6 nebo TNFa) (45, 47). Tukové bunky také ptedstavuji zdroj IL-1p (43). Bylo také
zjisténo, ze cirkulujici hladiny IL-1 jsou vyssiu pacientli s NAP oproti pacientim se SAP (45).
Zvysena hladina IL-1p v plazmé byla nalezena iu pacientt, kteti trpi hypercholesterolémii (14).
IL-1 je tvofen v cévach, kde je koronarni aterosklerdza. U rlznych experimentalnich modelt
byla inhibice IL-1 spojena se snizenou tvorbou neointimy (48). To, jak se IL-1 podili

na ateroskleroze, uvadi obrazek 10.

NORMALNI TVORBA PLATU RUST PLATU KOMPLIKACE PLATU

ARTERIE (ATEROM) (ATEROTROMBOZA)
nl ' " .
+ ++ +4+4+
Endotelialni dyslunkce + ++ 4+
Aktivace leukocyti ++ +4+
Aktivace proteaz ++ ey
Aktivace trombocytil 4+

+++
+4+

Ruptura platu

Trombéza

Obrazek 10 - Role IL-1 v ateroskleroze!?

IL-1 indukuje tvorbu IL-6. Oba tyto cytokiny pak stimuluji tvorbu CRP v hepatocytech.
ZvySeni CRP je spojeno se vznikem budoucich kardiovaskularnich ptihod. Jeho hodnota se
zvySuje po AKS. Tudiz IL-1 mlZe pusobit jako hnaci sila AKS ve spojeni se zanétlivou

odpovédi (48).

Jednim z moznych zpisob, jak se IL-1 ucCastni aterogeneze, je jeho schopnost podnitit
nestabilitu ateromatdzniho platu, kterd je zpisobend nadmérnou tvorbou MMP na strané, kde se
plat tvori. Ukazalo se, ze zvySené hodnoty IL-1 podporuji nadmérnou syntézu MMP
v endotelovych buiikdch a SMC. Dalsi zpiisob, jak se IL-1 podili na aterosklerdze, je piisuzovan
jeho schopnosti regulovat adhezi a naslednou infiltraci monocytti do sub-endotelového prostoru
(44). Bylo pozorovano, ze prozanétlivy IL-1p a dal§i molekuly (napft.: CD40L) stimuluji expresi
MMP u monocytii i u makrofagti. Konkrétné jsou nadmérné produkovany MMP-1, MMP-3,

3 VAN TASSELL, B. W. a kol. cit. s. 1912.
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MMP10 a MMP-12 a to pravdépodobné sekundarnim zvySenim jejich produkce pomoci IL-1a
a IL-1B. IL-1P maze byt tvofen v platu v reakci na oxidovany LDL-C (5).

Ukézalo se, ze IL-1 stimulaci monocytll zvySuje i produkci MMP-9 (13, 46). AvSak
pouze jedna studie prokazala kvantitativni analyzou roli IL-1 v ateroskler6ze. Tato studie
zjistila, Ze inhibice IL-1, kter4 je zprostfedkovana protilatkami, neméni vyznamné velikost jiZ
celkem pokrocilych plati v brachiocefalické tepné. Dnes neni jasné, zda nedostate¢ny vliv na
velikost platu mize byt zpiisoben rozdilnym umisténim 1¢zi nebo zptsobem inhibice IL-1.
Celkové vSak vysledky naznacuji, ze IL-1 ma roli v aterogenezi pii zvétSovani velikosti
aterosklerotick€ého platu v aortadlnim kmenu, zejména pak u pokrocilych plata (45). IL-1B

indukuje tvorbu MMP-12 (5).

IL-1 mé roli v procesu hojeni po akutnim MI. Je zapojeny do jakéhosi ,,naboru‘
leukocytl a koordinuje zanétlivou odpovéd’ na infarkt. Pi bunééné smrti uvoliuji z cytoplazmy
kardiomyocyty, fibroblasty a srde¢ni rezistentni endotelové buiiky do tkan€ IL-1a a prolL-1p.
Tato tkan je citliva ke Sté€peni nebo aktivaci IL-1p pomoci extracelularnich enzymd, jako je
neutrofilni elastdza. Jakmile jsou leukocyty aktivovany, jsou pravdépodobné hlavni zdrojem

IL-1p. Tento priabéh v srdci sleduje a reguluje proces hojeni (47).

Zanétlivy efekt, ktery je zprosttedkovany IL-1, mize byt zruSen ulinnym
pfirozenym inhibitorem, jakym je antagonista receptoru IL-1 (IL-1Ra). A pravé jedna studie
prokéazala, ze pomér IL-1/IL-1Ra hraje rozhodujici roli v patogenezi zanétu cévy
a aterosklerozy. Zajimavé také je, ze hladina IL-1Ra je az 7krat zvySena u obéznich
pacientl (44). Vyznamn¢ zvySené hladiny IL-1p a také IL-1Ra byly také nalezeny u pacientt
s MI (43, 44). U Apo-E deficitnich mysi IL-1Ra inhibuje vytvatfeni tukovych prouzki v intimé
cévy a pii genetické deleci receptoru IL-1 doSlo ke sniZzeni ateroskler6zy v reakci na podavani
tuku (48). Zajimavé je, ze IL-1 miize byt také zapojen do mechanizmu pro obnovu srde¢ni

¢innosti po mrtvici (44).

Zajimava studie, je z roku 2016 (H.-J. Kang a kol.), které se zabyvala vtahem mezi [L-13
a depresivni poruchou po AKS. Studie objevila vys$si hladiny IL-1B u depresivnich nebo
vycerpanych pacienti s AKS. Podala rovnéz zpravu o tom, ze IL-1B je zapojeny v zanétlivé
kaskad¢ na pocatku deprese u pacientli s AKS. Hlavnim zji§ténim této studie je, Ze deprese

béhem akutni fize AKS je ve vyznamné asociaci s hladinami IL-1p. Konkrétné, ze béhem
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akutni faize AKS je deprese ve vzajemném vztahu s alelou 511 T, ktera stimuluje vétsi sekreci

IL-1P (49).

Jistou vyzvou a zarovein i problémem je ptimé stanoveni IL-1p, jelikoz je ve spousté
pripadi nedetekovatelny, i kdyz je u dané nemoci jasny dikaz zvySené aktivity IL-1p.
Jen velmi malé mnozstvi studii métilo a prokazalo zvySenou aktivitu IL-1p u pacientd, ktefi
meéli veétsi zatéz aterosklerdzy, nebo u pacientdi, ktefi méli malo pfiznivou prognézu

po AKS (47). Molekula IL-1p je uvedena na obrazku 11.

Obrazek 11 - Molekula IL-1p'4

Existuji tedy zna¢né ditkazy o dopadech IL-1a, IL-1p a IL-1Ra v riznych patologiich
kardiovaskularniho systému. Nicméné je zapotiebi mnohem vice studii, které by téma IL-1
studovaly a ovétovaly na lidech. Jejich ukolem bude objasnit komplexni pisobeni IL-1

na kardiovaskularni systém, a to v celém rozsahu (44).
6.2.3 Interleukin-33

IL-33 je tvofen v korondrnich arteriich v SMC, dale pak v endotheliu a srdecnimi
fibroblasty, coz ma za nasledek, ze hraje dulezitou roli v riznych kardiovaskularnich
poruchach. Uvazuje se, ze IL-33 hraje vSak spiSe ochrannou roli v rozvoji aterosklerozy.

Studie z roku 2013 (Guzel S. a kol.) zjistila, ze IL-33 vyznamn¢ zvySuje hladiny IL-4, IL-5

14 Interleukin-1B molecule, Science Photo Library cit. [online].
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alL-13, ale naopak snizuje hladiny interferonu y (IFN-y). Hladiny 1L-33 jsou zvySené
ve skupiné€ pacientti s NSTEMI v porovnani s kontrolni skupinou. Nevyssi hladiny IL-33 byly
zjistény ve vzorcich po 12 hodinach od pfijeti po NSTEMI, které¢ poté postupné klesaly,
IL-33 mé obrannou roli. Jeho ochranna role spociva v tom, Ze brani aktivaci MMP a zéaniku
ECM (inhibuje uvolnovani IFN-y). IL-33 by tedy mohl hrat preventivni roli zejména v asné
fazi NSTEMI. Studie Guzel S. a kol. také zjistila, ze hladiny IL-33 byly negativné korelovany
s hladinami MMP-9, TIMP-1 a CRP (25, 43).

6.3 Interleukin-6 a jeho role v ateroskleroze

6.3.1 Obecné informace o interleukinu-6

Interleukin-6 je glykoprotein s jedinym fetézcem. Vytvaii ho velké mnozstvi typ
bunék, kterymi jsou naptiklad aktivované monocyty a endotelové bunky, a to pod vlivem jinych
prozanétlivych cytokint (napt.: IL-1). Utastni se proliferace SMC. IL-6 fadime mezi
prozanétlivé cytokiny a také reprezentuje prokoagulacni cytokiny (8, 31, 50). Jednou z jeho asi
castecné, projevit své proatherogenni u¢inky v arteridlni stén¢ (31). Podnécuje diferenciaci
monocytll na makrofagy, ¢imz velmi ptispiva k tvorbé zanétu v cévé a podili se také na tvorbé
aneurysmatu (51). Spolu s IL-1 aktivuje T-buiiky, déle také podnécuje diferenciaci B-lymfocytl
a stimulaci krvetvorby. V endotelovych bunkdch stimuluje expresi rozpustné intracelularni
molekuly 1 (sSICAM-1), kterda umoziiuje pohyb a adhezi leukocytt skrze endotel (50). V jatrech
IL-6 indukuje syntézu CRP a také ostatnich reaktantii akutni fadze (7). Po dlouhodobém
posuzovani byl nalezen a zhodnocen vztah mezi CRP u pacient a vyskytem stabilni CAD

a AKS (14).
6.3.2 Interleukin-6 a ateroskleroza

Velké mnoZstvi studii zkoumalo hladiny IL-6 v plazmé jako potencionalniho néstroje
pro predpovéd’ budoucich kardiovaskularnich onemocnéni. 1L-6 byl ve velkém mnozstvi
nalezen v lidském aterosklerotickém platu, a to zejména v krajni oblasti stabilniho 1 nestabilniho
platu (31). Uvnitf ateromu je uvoliovan predev§im z makrofagi a endotelovych bunék.
Zdrojem IL-6 jsou také tukové bunky (43). Jeho role v Sifeni a destabilizaci platu byla
prokéazana v n€¢kolika experimentélnich pracich. ZvySené hladiny IL-6 byly nalezeny u subjekta

bez zjevnych piiznakl jakékoli nemoci, ale ve spojeni se zvySujicim se rizikem AKS (8).
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V klinickych studiich byly pak jeho hladiny vyznamné zvySené u pacienti, ktefi meli veétsi
riziko vzniku MI nez zdravi jedinci, a také u téch, kde hrozila pozdni kardiovaskularni ptihoda
po prodélané operaci srdce. ZvySujici se hladiny IL-6 byly, béhem ro¢niho sledovani, také
spojeny nezavisle se zvySujici se mortalitou. Toto by v disledku znamenalo, ze by zvySena

hladina IL-6 mohla identifikovat nemocného s vysokym rizikem vzniku AKS (7).

IL-6 maze byt také hlavnim reguldtorem sloZeni a reorganizace ECM, coz je dilezitym
aspektem pro vyvoj a stabilitu aterosklerotického platu. Bylo zjisténo, ze IL-6 ma dvoji
regulacni roli v ateroskleroze. Prvni je redukce naakumulovanych lipidd a druhou je zvySeni
piijimani zanétlivych bunék smérem k aterosklerotickému platu, ¢imz se usmérnuje hromadéni
ECM v céve. IL-6 byl dlouho spojovan jen s NAP jako potencidlni ukazatel destabilizace platu.
Analyza in vivo odhalila, Ze IL-6 podnécuje diferenciaci monocytli, expresi MMP a aktivaci
komplementu, coZ je soucast nespecifické humoralni imunitni odpovédi, skrze proteiny akutni
faze, ¢imz mohou zménit slozeni fibrozni ¢epicky (3). Bylo nalezeno silné spojeni mezi IL-6

a MI/smrti (38). Vyznamné zvySené hladiny byly nalezeny u pacienti s CAD (14).

Vyssi koncentrace IL-6 byla nalezena u starSich pacientt, jejichz spolenym znakem
bylo, ze trp€li velkou arteridlni ateroskler6zou (27). Studie z roku 2004 provedena na mysich
zjistila, ze IL-6 se podili na zvySeni ostatnich prozanétlivych regulatort, jako je naptiklad TNFa
a IL-1. Nejen z tohoto divodu by IL-6 mohl byt dilezitym ukazatelem recidivy
kardiovaskularnich ptihod. Zajimavé je, Ze nedostatek IL-6 miiZze zplsobit posunuti rovnovahy

mezi TIMP-1 a MMP-9 smérem k jesté vice nevyvazené aktivact MMP (3).

Pacienti s AKS maji zvySené hladiny IL-6. Vysledky studie z roku 2011 prokazaly, ze
IL-6 je vyluCovan z poskozeného vulnerabilniho platu a Ze aktivuje mistni makrofagy. Je tedy
dalezitym ukazatelem procesu uzavirani tepny u AKS. IL-6 také odréazi intenzitu poskozeni
funkce endotelovych bunék. Je nezavislym ukazatelem umrti u pacientli s chronickym
onemocnénim ledvin (50). Bylo také odhaleno, Ze vysledek hlavni celkové stendzy a zékladni
hladiny IL-6 jsou v dllezitém a vzajemném vztahu u pacientl s velkou arterialni aterosklerozou

po mrtvici (52).

Koncentrace 1L-6 v séru ma dulezity a pozitivni vztah s Troponinem I a CK, coz
by mohlo znamenat, ze IL-6 by mohl byt ukazatelem srde¢niho umrti u pacientti se STEMI,
ktefi byli pozorovani béhem 24 mésicl. Vysledky méfeni naznacuji, Ze stanoveni hladiny I1L-6

v séru by mohlo poskytnout drahocennou informaci o dlouhodobém rozvrstveni (stratifikaci)
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rizik po prodélani MI. Cirkulujici hladiny IL-6 izce souvisi se zmé€nami v levé komoie béhem
remodela¢niho procesu u pacienti s MI, u nichz doslo k obnoveni krevniho zasobeni
(reperfuzi). U pacientii s NAP je IL-6 G¢innym ukazatelem rizika vaznych srde¢nich piihod.
Jelikoz IL-6 je hlavnim spoustécem syntézy CRP, mohl by tak byt demografickym ukazatelem
a mit pfedpovédni hodnotu u budoucich kardiovaskularnich ptihod (36). Na obrazku 12 je

vyobrazena molekula IL-6.

Obrazek 12 - Molekula IL-6'°

Studie z roku 2016 (Lin Hao a kol.) také prokazala zvysSené hladiny IL-6 u pacientti
s AKS. ZvySena hladina tohoto prozanétlivého faktoru muize poukazovat na zvySenou
zanétlivost u pacientli s AKS. Jakmile dojde k poruseni aterosklerotického platu, spusti se
zanétliva kaskada. Zesileni zanétu je spojovano s nestabilitou platu. Tato studie také zjistila, ze
hladiny IL-6 jsou vyznamné zvysSené u pacientti s MI, a to v akutni fazi MI oproti kontrolni
skupiné. Zvysené hladiny IL-6 v séru byly také spojené s vyvojem CAD. Byla také prvni studii,
které analyzovala diagnostické hodnoty IL-6 a IFN-y u pacientli s AKS a diabetem druhého
typu pomoci metody ELISA. ZvySené hodnoty téchto dvou cytokini jsou ve spojeni s vétsi
zavaznosti koronarniho onemocnéni u pacienti s AKS a diabetem druhého typu.
Vysledky ukazaly, ze zvySené hladiny prozanétlivych cytokini u pacientd s AKS mohou
zpusobit nestabilitu aterosklerotickych platt a zvySena hladina gluk6zy mize tento proces

urychlit. Jednim z omezeni této studie, byla i relativné mala velikost souboru pacienti, a navic

15 Interleukin-6, molecular model, Science Photo Library cit. [online]
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tato uvedena studie byla provedena v jediném stfedisku, takZe ji nemlzZe byt pfisuzovana

statistickd vyznamnost (53).

Jina studie z roku 2017 (Razi a kol.) zmétila hodnoty IL-6 a u kontrolni skupiny, NAP,
STEMI, NSTEMI. Primérné¢ hodnoty IL-6 se pohybovaly okolo 5,0560 + 2,01 pg/ml
u kontrolni skupiny, 54.36 = 13.46 pg/ml u NAP, 101.22 £ 6.67 pg/ml u NSTEMI
a 125.60 + 28.05 pg/ml u STEMI. Z vySe uveden¢ho vyplyva, Ze nejvyssi hodnoty IL-6
v podskupiné pacientii s AKS byly naméfeny u pacienti se STEMI. Pacienti s NAP m¢li
koncentraci IL-6 vyS$si neZ pacienti se SAP. Stanoveno metodou ELISA. ZvySen¢ hladiny IL-6
po piijeti pacienta byly ukazatelem neptiznivé kardiovaskularni ptihody v nemocnici.
IL-6 je nespecificky zanétlivy marker a nemusi tedy vzdy nutn€ znamenat spojeni mezi CAD.
Nicméné studie opét potvrdila, Ze vyznamné zvySené hodnoty tohoto zanétlivého markeru byly

nalezeny u pacienti s AKS (54).

Avsak pouziti [L-6 jako biomarkeru je omezeno tim, Ze jeho hodnoty béhem dne kolisaji
a také z nedostatku potvrzenych studii (14). Nicméné by se mohl stat v budoucnu uzitecnym
markerem k identifikaci podskupiny pacientli s AKS, ktery by tak umozZnil stanoveni diagnézy

a v€asné zahdjeni 1€Cby (53).
6.4 Interleukin-6 a solubilni liganda CD40

Liganda CD40 (CD40L) patfi mezi transmembranové glykoproteiny. Je tvofena
ptedevsim aktivovanymi T-lymfocyty a aktivovanymi trombocyty, ale mize byt produkovana
1 endotelovymi bunkami a SMC (55). V n¢kolika riznych studiich se ukazalo, ze CD40L ma
vztah k vysokému obsahu lipidi uvniti platu, coz znamena, ze je také dilezitym aspektem

v aterosklerdze, a navic mize vyvolat prozanétlivou kaskadu uvnitf cévni stény (31).

CD40L, jak uz bylo feCeno, mize byt tvofena trombocyty. K jeji tvorbé na jejich
povrchu dochdzi béhem nckolika vtefin po aktivaci trombocytll, nasledné se Stépi za vzniku
rozpustného trimerniho fragmentu (56). Tato liganda mize pomoci receptoru CD40 umoznit
vazbu trombocytl na endotelie a monocyty. Vzajemna reakce ligandy CD40 a jejiho receptoru
muze podnitit vznik zanétu v cévnim fecisti (4). A pravé zvysSené hladiny rozpustné (solubilni)
varianty CD40L (sCD40L), byly nalezeny v plazmé& u pacientti s AKS a znamenaly 1 zvySené
riziko vzniku MI (31). Solubilni liganda CDA40 je prozanétlivy marker, u kterého se ukazalo, Ze
podnécuje aterosklerézu a nestabilitu platu. U zdravych zen, které mély vysoké hladiny
sCD40L, bylo zjisténo zvysSené riziko vzniku kardiovaskularnich ptihod (14). Jedna studie

39



z roku 2014 (Halim a kol.) prokézala velké spojeni mezi sCD40L, nadhlou smrti a akutnim MI
(38, 56). sCD40L by tedy mohl byt dualezitym markerem u pacienti s AKS, nicméné je nutné
dalsi vySetfovani a zodpoveézeni nékterych analytickych otazek, jako naptiklad standardizovat
nacasovani odebirani krevnich vzorkl u studii, které se zabyvaji stanovenim koncentrace

sCD40L u pacienti s AKS (31).

Zajimavym zjiSténim bylo, Ze pacienti s akutnim MI méli zvySené hladiny sCD40L
a zarovenn také IL-6. Nicméné u pokrocCilych stavii nemoci byly hladiny sCD40L
nezavisle spojeny pouze s koufenim a diabetem (56). IL-6 spole¢né s ligandou CD40 mohou
aktivovat makrofagy v aterosklerotickém platu, které nasledn€ produkuji MMP (36). Zejména
u pacientti s AKS, ktefi podstoupi perkutanni koronédrni intervenci neboli diive angioplastika
korondrnich cév (57), jsou hladiny CD40L a IL-1 uvniti koronarnich tepen vyssi v krvi, kterad
je odebrana z tepny, kterd je vinikem v porovnani s krvi odebranou z periferni tepny (56).

IL-1 mhzZe zvysit expresi CD40 a CD40L (43).
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7  STUDIE MATRIXOVE METALOPROTEINAZY
A INTERLEUKINY-1 A -6

Cytokiny (IL-1, konkrétné ptedevsim IL-1f, IL-6), sCD40L a MMP (hlavné MMP-9)
jsou vSechny uritym zpusobem zapojené ve vyvoji nestabilniho platu a jsou
povazovany za dopliujici prognostické informace v prevenci budoucich kardiovaskularnich
ptihod (14). Prozanétlivé cytokiny, jako IL-1p a také naptiklad CD40L, stimuluji v bunikach
cévni stény expresi nékolika MMP (43). U zvitecich studii bylo objeveno, ze IL-1p zvySuje
regulaci hladin MMP-2 a MMP-9. Rovnéz zjistili, ze hodnota MMP-1 se zvySuje po nésledné
stimulaci IL-1B (16). Déle také IL-1B stimuluje expresi MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-11
a MMP-13 (43).

Cilem studie z roku 2005 (A. Manginas a kol.) bylo vySetfit u pacientii s AKS a SAP
hodnoty MMP-9 a TIMP-1 ve vztahu k Siroce znamym markerim zanétu, jakymi byly IL-6
a CRP. Vzorky periferni krve byly odebrany do 48 hodin od prvotnich ptiznakli. Hodnoty
MMP-9, IL-6 a TIMP-1 byly stanoveny metodou ELISA a CRP pomoci imunonefelometrické
metody. Vyznamného vztahu bylo dosazeno mezi MMP-9, CRP a IL-6. Pozoruhodny vztah byl
objeven mezi IL-6 a TIMP-1 a také mezi IL-6 a MMP-9. Bylo potvrzeno, Ze MMP-9 a TIMP-1
piispivaji k AKS, at’ uz s nebo bez zjevného dikazu nekréozy myokardu. Tento vztah je

podminén jejich spojenim s IL-6 a CRP (34).

Ve studii z roku 2008 (J. Tan a kol.) byly nalezeny u pacientii se STEMI vyznamné
vysoké hladiny IL-6, sCD40L, MMP-9, TIMP-1 a pomér MMP-9/TIMP-1 v porovnani

s kontrolni skupinou (36).

Studie Tahindi a kol., 2011 vypocetla Cut-Off hodnoty u pacientit s CAD pro MMP-1,
MMP-9 a IL-6, které jsou uvedené¢ vtabulce 4, i kdyz senzitivita nebyla moc dobra.
Zaroven zjistila, Ze hladiny MMP-1, MMP-9 a IL-6 v séru u vzorkd, které byly odebrany
do 72 hodin od pfijeti u STEMI a NSTEMI pacientil, nekoreluji se zndmymi markery jako je
CK, CK-MB a troponin T. Naopak objevila vyznamny a pozitivni vztah mezi MMP-9, MMP-1
a IL-6 a zdvaznou sten6zou u levé piedni sestupné arterie. Pacienti s timto onemocnénim méli
také vysSi hladiny uvedenych markert (tedy MMP-9, MMP-1 a IL-6). Nakonec Ize tedy
shrnout, Ze hladiny IL-6, MMP-9 a MMP-1 v krvi jsou zvySené u pacientii s CAD a toto zvySeni
je vyrazn€j$i u pacienti s AKS (42).
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Tabulka 4 - Hladiny Cut-Off MMP-1, MMP-9 a IL-6 pro CAD'®

Cut-Off hladina Senzitivita (%) Specifita (%
>2.03 57 93
MMP-1 (ng/ml)
>158 72 63
MMP-9 (ng/ml)
>1.97 46 86
IL-6 (pg/ml)

Bylo zjisténo, ze na nastup AKS maji vliv i psychosocialni faktory. Tento vliv je
zprosttedkovan skrz jejich uc¢inkovani na zanét, trombozu a na faktory, které vedou
k destabilizaci platu. Jedna studie objevila, Ze psychosocidlni faktory jsou ve vzidjemném
vztahu se zvySujicimi se hladinami monocytii u pacientit s AKS brzy po piijeti. Prozanétlivé
cytokiny, jako naptiklad IL-1, vyvolaji chemoatrakci leukocytl ptes endotelium a makrofagy.
Makrofagy nasledné aktivuji MMP, kter¢ jak uz bylo vySe zminéno, podnécuji nestabilitu platu
a zpusobuji ve vétSin€ piipadl AKS. Studie z roku 2016 (N. Fernandez Machulsky a kol.) se
zabyvala touto problematikou a vztahem mezi MMP-2, MMP-9 a prozanétlivymi cytokiny
(IL-1B) u pacienti s AKS. Pacientim s AKS byla po pfijeti odebrana krev a ndsledné
centrifugovana. Vzorek séra byl pouZit pro méteni IL-1f a koncentraci MMP-9. Vzorky plazmy
byly naopak pouZity pro stanoveni aktivity MMP-2 a MMP-9. IL-1B byl stanoven
chemiluminiscen¢ni metodou. Koncentrace MMP-9 byla zméfena pomoci metody ELISA.
Aktivita MMP-2 a MMP-9 byla stanovena pomoci Zelatinové zymografie a zhodnoceni
psychického stavu se posuzovalo pomoci ovéfenych dotaznikii. U pacientt, ktefi se projevovali
agresivnim €1 nepfatelskym chovanim vi¢i druhym lidem (hostilita), byl nalezen silny
vzajemny vztah s MMP-2. Pozoruhodnym zjisténim bylo, ze toto chovani vysvétlilo 16 %
odchylku aktivity MMP-2 po akutnim MI. Zajimavé zjisténi bylo, Ze u vS§ech pacienti ma IL-13

vyznamnou souvislost s koncentraci MMP-9 (58).

ITANINDI, A. a kol. cit. s. 114.
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ZAVER

Cilem mé bakalafské prace bylo uspotfadat informace o vlivu matrixovych
metaloproteindz a interleukinu-1 a -6 na rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni. Podrobn¢ jsem
se zamé&fila na vztah matrixovych metaloproteindz a interleukinu-1 a -6 ke vzniku akutniho
koronarniho syndromu, a také na soucasné poznatky ohledné metod stanoveni téchto latek
v lidském biologickém séru. Ve své praci jsem zjistila, Ze matrixové metaloproteinazy
a interlukiny-1 a -6 maji opravdu vliv na vznik a rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni a take,

ze se podili na vzniku akutniho koronarniho syndromu, zejména MMP-9 a interlukin-6.

Matrixové metaloproteinazy jako enzymy, které ve své struktuie obsahuji Zn** se
ucastni fady fyziologickych procest. Jejich hlavni funkci je Stépeni komponent extracelularni
matrix. Hlavni roli metaloproteindz v aterosklerdéze, coz je nejCastéjSi mechanizmus
zodpovédny za vznik akutniho korondrniho syndromu, je jejich schopnost degradovat
extracelularni matrix. Timto procesem dochazi k redukci fibrozni Cepicky a kolagenového
obsahu, ¢imZz mohou zplisobit destabilizaci aterosklerotického platu. Hlavni zdrojem
matrixovych metaloproteinaz v aterosklerotickych 1ézich jsou makrofagy. Né&kolik studii
ukazalo zvySené hladiny matrixovych metaloproteindz u akutniho koronarniho syndromu
a u pokrocilé ischemické choroby srde¢ni a byly rovnéz spojeny s budoucim rizikem dalSich
kardiovaskularnich ptihod. Zajimavé je 1 zjiSténi, Ze specifick¢ tkanové inhibitory
metaloproteindz jsou také ve spojeni se vzristajicim rizikem u pacientd s ischemickou
chorobou srdecni. Nejblize k uvedeni do klinické praxe ma dnes MMP-9. Vysledky nékolika
studii potvrdily, Ze hladina MMP-9 je vyznamné zvySena u pacientt s akutnim koronarnim
syndromem. Dale vysledky jedné studie poukazovaly na to, ze se hladina MMP-9 zvySuje se
zvySujici se zdvaznosti klinického projevu. DlleZitym ukazatelem by mohl byt i pomér MMP-9
a TIMP-1, jehoz podstatné zvySené hodnoty byly rovnéz nalezeny u pacientli s akutnim

korondrnim syndromem.

Jelikoz je ateroskler6za znamé jako chronické zanétlivé onemocnéni, hraje zanét
dileZitou roli v procesu destabilizace platu. A pravé interlukiny-1 a -6 jako jedni z hlavnich
regulatorii zanétlivych procest se tohoto déje také urcitym zplisobem tcastni. Interleukin-1 byl
v aterosklerotickych lézich nalezen nejcastéji jako forma interleukin-1, produkovany nejvice
makrofagy. Interleukin-1 podporuje nadmérnou regulaci matrixovych metaloproteinaz,

napiiklad MMP-9 a indukuje také tvorbu interleukinu-6. Nicméné jen malo studii métilo
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a prokazalo aktivitu interleukinu-1p u pacient s akutnim koronarnim syndromem. Zdrojem
interleukinu-6 v aterosklerotickych 1ézich jsou také nejvice makrofagy. ZvySené hladiny tohoto
interleukinu byly nalezeny u pacientll se zvySenym rizikem akutniho korondrniho syndromu
ataké u pacientd, ktefi méli vétsi riziko vzniku akutniho infarktu myokardu. Kone¢nym
vysledkem n€kolika studii bylo, Ze zvySend hladina interleukinu-6 by mohla identifikovat

pacienta s vysokym rizikem vzniku akutniho koronarniho syndromu.

Nekteré studie rovnéz potvrdily, ze existuje 1 ur€ity vztah mezi interleukiny-1 a -6
a matrixovymi metaloproteindzami ve vztahu ke kardiovaskularnim onemocnénim a akutnimu
koronarnimu syndromu. Napiiklad, Ze interleukin-1 zvySuje regulaci hladin nékolika
metaloproteinaz, zejména MMP-2 a MMP-9. Vzijemny vztah byl nalezen mezi
interleukinem-6 a MMP-9, ¢imZz mohou pfispivat k akutnimu koronarnimu syndromu.
Matrixové metaloproteindzy se nejCastéji stanovuji v séru pomoci metody ELISA a aktivita
matrixovych metaloproteinaz  nejcastéji  pomoci metody substratové zymografie.
Interlukiny-1 a -6 se stanovuji pfedev§im imunochemickymi metodami, také predevSim

metodou ELISA.

Zavérem lze tedy fici, ze vySe zminéné vysledky studii potvrzuji, ze matrixové
metaloproteinazy a interleukiny-1 a -6, zejména MMP-9 a interleukin-6, jsou nad¢éjnymi
markery pro akutni koronarni syndrom a jina kardiovaskularni onemocnéni, jelikoZ by mohli
identifikovat pacienta jiz ve fazi Casné ischemie myokardu. Perfektni diagnoza, progndza
a lécba akutniho koronarniho syndromu je dnes hlavni vyzvou v medicing. Nicméné je stile
zapotiebi vice studii pied jejich uvedenim do klinické praxe, jelikoZ je zndmo, Ze cesta markeru
od jeho objeveni az po jeho rutinni pouzivani je dlouhd. Hlavnim cilem budoucich studii bude
urcit naptiklad referencni rozmezi téchto latek, zajistit vysokou senzitivitu a specifitu stanoveni,
a predevsim snizit naklady na stanoveni téchto latek, jelikoz zdlouhavé stanoveni naptiklad
metodou zymografie a ndkladnost spolu s kratkou expiraci souprav predevSim

imunochemickych metod je velkou piekdzkou jejich rutinniho vyuZivani.
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